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Uber den Abbau von Dijodtyrosin im Gewebe 
Von 
Norbert Hartmann 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Greifswald 
Direktor: Prof. Dr. F.A.Hoppe-Seyler f 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Januar 1949) 


Dijcdtyrosin wird nach Foster und Gutmann! sowie nach bis- 
her unver6ffentlichten Arbeiten unseres Instituts nach Verfiitterung 
gréBerer Mengen zu 18% als Dijod-p-oxyphenylmilchsaure ausgeschie- 
den (méglicherweise gelit der Abbau iiber Dijod-p-oxyphenylbrenz- 
traubensaure), nur bis zu 10% des verfiitterten Jods werden dabei als 
Jodid, bis zu 60% in Form des unveranderten Dijodtyrosins wieder- 
gefunden. 

Zur Aufklérung des Mechanismus der Jodabspaltung unternom- 
mene Versuche, mit Proteasenpriparaten Jodid aus Dijodtyrosin ab- 
zuspalten®, ergaben im wesentlichen, da8 in keinem Fall eine nennens- 
werte und meist iiberhaupt keine sichere ,,Dejodierung‘: beobachtet 
wurde. Bei der Suche nach dem Abbauweg des Dijodtyrosins im nor- 
malen Organismus ist aber die Frage von besonderem Interesse, in wel- 
chen Organen und auf welchem Wege die Jodabspaltung im Organismus 
erfolgt. 

Bei Belastung mit groBen Dijodtyrosinmengen, wie sie bei Fiit- 
terungsversuchen verwendet wurden, entstehen anormale Verhiltnisse 
im Stoffwechsel. Ob die nach derartigen unbiologisch starken Belastun- 
gen im Harn ausgeschiedene Dijod-y-oxyphenylmilchsaure auch auf dem 
normalen Abbauweg derjenigen kleinen Dijodtyrosinmengen liegt, welche 
im normalen Stoffwechsel zum Abbau kommen kénnen, ist ungewif. 


Wie groB diese sind, laBt sich zur Zeit nicht genau sagen, héchstens gréBen- 
ordnungsmaBig schitzen. In 100 cem Normalblut finden sich etwa 7—15 y Jod?, 
nach Leipert ‘ 13 (+ 4) y, davon weniger als 20% anorganisch, die Haupt- 
menge in bisher nicht identifizierbaren organischen Verbindungen, deren Eigen- 
schaften denen von Dijodtyrosin und von Thyroxin ahnlich zu sein scheinen®. 
Man kann also annehmen, da8 die Konzentration im Blut und im Gewebe 
jedenfalls normalerweise kaum héher liegen wird, als einem Gehalt von etwa 
0,01 mg Dijodtyrosin-Jod in 100 g entsprechen wiirde. 


' G. L. Foster u. Gutmann, J. biol. Chemistry 87, 289 [19301. 

2 A. Oswald, diese Z. 62, 432 [1909]; E. Abderhalden u. Stix, Ferment- 
forschg. 7, 179 [1924]; Harrington u. Salter, Biochemical J. 24, 464 [1930]; 
Barkan u. Kingisepp, diese Z. 204, 219 [1931]. 

3 H. Wilmanns, Biochem. Z. 289, 41 [1936]; 290, 272, 279 [1937]; vgl. 
auch W. T. Salter, Physiol. Rev. 20, 395 [19401]. 

4 Th. Leipert, Biochem. Z. 293, 99 [1937]. 

5 V. Trevorrow, J. biol. Chemistry 127, 737 [1939]; vgl. auch Davison 
u. Curtis. Proce. Soc. exp. Biol. Med. 41, 637 [1939]. 
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Es muB8 damit gerechnet werden, daB der Abbau so kleiner Mengen 
ganz anders verlauft und daB die jodhaltige Oxysaure nur dann auf- 
tritt, wenn groBe Uberschiisse von Dijodtyrosin nicht raseh auf nor- 
malem Wege umgesetzt werden kiénnen. Derartige Uberlegungen liegen 
im ubrigen natiirlich bei allen Versuchen nahe, bei welchen Stoffwechsel- 
untersuchungen nach starken Belastungen angestellt werden. Es kénnte 
also so sein, daB in vielen Fallen der Abbau Aminosaure —aq-Ketosidure 
-a-Oxysaure, wie er z. B. nach Verfiitterung von Tyrosin®, Oxyphenyl- 
brenztraubensaure’ und in den erwahntea Versuchen nach Dijodtyrosin 
beobachtet wird, ein verhaltnismaBig unspezifischer ist, welcher zustande 
kommt, wenn groBe Uberschiisse der verabreichten Substanzen im 
Organismus umgesetzt werden miissen. 

Unter diesen Gesichtspunkten verdient die Frage, auf welche Weise 
es zur Jodidabspaltung aus Dijodtyrosin im Organismus kommt, und 
in welcher Beziehung diese Dejodierung eine ‘Rolle beim Abbau von 
Dijodtyrosin spielt, besondere Beachtung. Nur Blum® hat 1920 im 
Zusammenhang mit seinen umfassenden Untersuchungen iiber den 
Schilddriisenstoffwechsel in orientierenden Versuchen auch einmal ge- 
prift, ob zerkleinerte Organe und OrganpreBsifte Jodid aus Schild- 
driiseneiweiB abzuspalten vermégen. Er fand nur in Leberbrei und 
LeberpreBsaft eine Spaltung zu kleinmolekularen jodhaltigen Verbin- 
dungen, welche mit Aceton, Ather usw. z. Tl. extrahierbar waren. Wie 
weit es sich hierbei um Jodid, um Dijodtyrosin oder jodhaltige Peptide 
aus dem SchilddriiseneiweiB handelte, lieB sich mit den von ihm ange- 
wandten Methoden nicht mit Sicherheit feststellen. Er nahm an, daB 
jedenfalls nachweisbare Mengen von Jodid abgespalten wiirden. 

Aufgabe der vorliegenden eigenen Untersuchungen war es, die fol- 
genden Fragen zu kliaren: 

1. Wird durch Organschnitte und Organextrakte aus 1-Dijodtyrosin 

Jodid abgespalten ? 

2. Welche Organe haben diese Fahigkeit? 

3. Wie ist das Verhalten gleicher Organe bei verschiedenen Tierarten ? 

4, Erfolgt die etwaige Jodidabspaltung fermentativ? Gibt es eine 

besondere ,,Dejodase‘‘, oder wird das Dijodtyrosin an anderen 
Gruppen (z. B. an der Aminogruppe unter Desamidierung) zu 
Stoffen abgebaut, welche spontan Jod abspalten? 


6 Y. Kotake, Matsuoka u. Okagawa, diese Z. 122, 166[1922]; Kotake 
u. Okagawa, diese Z. 122, 201 [1922]; Ibuki, Naunyn-Schmiedebergs Arch. 
exp. Pathol. Pharmakol. 124, 370 [1927]; K. Felix, Zorn u. Dirr-Kalten- 
bach, diese Z. 247, 141 [1937]; K. Zorn, diese Z. 266, 239 [1940]; vgl. auch 
Kotake u. Mitarb., diese Z. 148, 218 [1925]; 122, 206 [1922]; Neubauer u. 
Fromherz, ebenda 70, 326 [1910]; Knoop u. KerteB, ebenda 71, 252 [1911]; 
H. A. Krebs, ebenda 217, 191 [1933]; 218, 157 [1933]. 

7 Y. Kotake, diese Z. 69, 409 [1900]; vgl. auch A. Suwa, ebenda 72, 113 
{1911}. 

* Blum u. Griitzner, diese Z. 110, 276 [1920]. 
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5. Wird Dijodtyrosin zunachst zu Dijod-p-oxyphenylmilchsaure 
oder Dijod-p-oxyphenylbrenztraubensaure abgebaut, und erfolgt 
die Dejodierung erst beim weiteren Abbau dieser Stoffe, ist also 
anzunehmen, daB diese Verbindungen auf dem Abbauwege ge- 
bildet werden, welcher schlieBlich zur Jodabspaltung fiihrt? 


Beschreibung der Versuche 
Methodik 


Die Jodide wurden potentiometrisch an der Silberelektrode mit n/1000- 
Silbernitrat titriert*. Alle bisher sonst angegebenen anderen Verfahren’® er- 
wiesen sich als ungeeignet, Jodid neben Dijodtyrosin zu bestimmen, ohne daB 
Jodabspaltung wahrend der Aufarbeitung oder Ausfallung von Dijodtyrosin 
mit dem Jodsilber dabei zu Fehlern fiihrten. 

Bei den elektrometrischen Methoden ist der Léslichkeitsunterschied zwi- 
schen AgCl und AgJ geniigend groB, um kleine Mengen von Jodid neben gréBeren 
von Chlorid mit groBer Genauigkeit zu bestimmen. Auch in Gegenwart von 
Dijodtyrosin entstehen keine Fehler; es kommt namentlich nicht zu meBbaren 
Jodidabspaltungen wihrend der Aufarbeitung. 

Beides wurde in Vorversuchen, z. Tl. mit Hilfe verdeckter Analysen, gepriift. 


Die Abbauversuche wurden an Organschnitten bzw. in Organextrakten 
nach Zusatz von Dijodtyrosin ausgefiihrt. Die Schnitte wurden gleich nach dem 
Tode der Versuchstiere hergestellt, indem die frischen, kérperwarmen Organe 
mit dem Rasiermesser zerlegt wurden. Die Dicke der Schnitte lag unter 1 mm. 
Verwendet wurden im allgemeinen 10g Organschnitte, bei kleineren Organen 
gelegentlich auch weniger (vgl. unten). Sie wurden sofort in m/15-Phosphat- 
puffergemisch von entspr. py gebracht (Puffergemisch nach Sérensen: m/15- 
KH,PO, und m/15-Na,HPO,). Bei einigen Versuchen wurden gréBere Mengen 
Organbrei (300 oder 400 g) mit Phosphatpuffer- bzw. physiologischer Kochsalz- 
lésung extrahiert. Die Extrakte wurden durch Zentrifugieren von Zellen und 
Zelltriimmern befreit und zu Abbauversuchen verwendet. Ihre Gewinnung wird 
im einzelnen weiter unten besprochen. 

Das zugesetzte Dijodtyrosin war zunichst in m/15-sek.Natriumphosphat- 
lésung gelést worden (750 mg [-Dijodtyrosin in 100 ccm m/15-sek.Natrium- 
phosphatlésung nach Sérensen). Von dieser Lésung wurden je 2 ccm entspr. 
15 mg Dijodtyrosin zum Einzelansatz verwendet. Die Gesamtmenge der Puffer- 
lésung einschlieBlich derjenigen Mengen, welche in Form der Dijodtyrosinlésung 
zugesetzt wurden, wurde bei Ansdtzen mit 10 g Gewebsschnitten mit 40 ccm, 
bei kleineren Mengen von Organschnitten mit entspr. kleineren Mengen, gewahlt. 
Zu jedem Ansatz wurde je 1 ccm Toluol zugesetzt. Hierdurch wurde die Jodid- 
abspaltung. wie besonders festgestellt wurde, nicht wesentlich gehemmt, wihrend 
Thymol gelegentlich geringe Hemmungen herbeizufiihren schien. 


* Paal u. Motz, Klin. Wschr. 1935 II, 1291, 1394; 1936 I, 788; E. Miller, 
Die elektrometr. MaBanalyse, Steinkopff-Vlg. 1942); Fr. L. Hahn, Z. anorg. 
allg. Chem. 195, 75 [1931]. 

‘© Buchholz, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
81, 289 [1917]; J. Reith, Z. analyt. Chem. 81, 341 [1930]; Kainrath, ebenda 
125, 1 [1942]; Geilmann u. Barttlingck, Mikrochem. 30, 217 [1942]; Mur- 
gulescu u. Latin, Z. analyt. Chem. 125, 256 [1943]. 

° 
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Zur Kontrolle und zur Ermittlung der Spontanabspaltung von Jod aus dem 
zugesetzten jodhaltigen Substrat wurden jeweils ,,Leerwerte“ mitbestimmt, 
indem die gleichen Substanzmengen in gleichen Mengen der entsprechenden 
Pufferlésungen unter Toluolzusatz verwendet wurden. Bei den meisten Ver- 
suchsreihen mit iiberlebenden Gewebsschnitten oder mit aktiven Gewebs- 
extrakten (in den Belegtabellen mit ak bezeichnet) wurden genau gleich ange- 
setzte Parallelversuche ausgefiihrt, bei welchen die Schnitte bzw. die Extrakte 
durch vorheriges Erhitzen auf 100° inaktiviert worden waren (in der Belegtabelle 
mit in bezeichnet). Die Versuchslésungen wurden in 200-cem-Erlenmeyerkdlb- 
chen, welche bei den meisten Versuchen durch dichte Wattebiusche verschlossen 
waren, 18 Stdn. im Brutschrank bei 37° gehalten. Nur bei den Proben, welche 
in Stickstoffatmosphire, im Vakuum oder bei kontinuierlicher Durchstrémung 
untersucht wurden, war die Versuchsanordnung, wie. unten beschrieben, etwas 
anders. 

Nach 18 Stdn. wurde mit 10—20 ccm 10-proz. oder 5—10 ccm 20-proz. 
Trichloressigsiurelésung enteiweiBt, nach Absetzen der Fiallung abgenutscht, 
die Fallung dreimal mit jodfreiem destilliertem Wasser gewaschen. Filtrat und 
Waschwiisser wurden vereinigt. mit 2 ccm 2-n.H,SO, und 3 Tropfen Methylrot 
versetzt und an der Kalomel-Silberelektrode in bekannter Weise mit n/100- bzw. 
n/1000-Silbernitrat potentiometrisch titriert. 

Bei der Titration lieB sich ein Vorhandensein von Jodid bereits an dem 
negativen Potential erkennen, das je nach Jodidmenge bis zu 200 mV abfiel. 
Titriert wurde unter tropfenweiser Zugabe der Silbernitratlésung: bis zum Po- 
tential — 30 mV wurde in schneller Tropfenfolge zugegeben, dann langsam bis 
zum gréBten Potentialsprung, welcher den Endwert der Titration darstellt. 
ir lag zwischen + 30 und + 120 mV. Die Genauigkeit der Titration entsprach 
2 Tropfen (= 0,02 ccm) der Silbernitratlésung, was im allgemeinen 0,2% der 
zugesetzten Gesamtjodmenge entsprach. . 

Als jodhaltige Substanzen wurden verwendet: 

1. /-Dijodtyrosin, Schuchardt, 
fa}? = + 2,3° (5% Dijodtyrosin in 4-proz. HC), 
Schmp. 199° (unkorr.) (Vers. 1—5); 

2. |-Dijodtyrosin, Schuchardt, 

fa]?° = + 2,4° (Lésung wie vorher), 

Schmp. 189° (unkorr.) (Vers. 5—14); 

. d,l-Dijodtyrosin, aus d,l-Tyrosin dargestellt, 

optisch inaktiv, analysenrein; 

. Dijod-p-oxyphenylmilchsaure, analysenrein; 

5. Dijod-p-oxyphenylbrenztraubensiure, analysenrein. 
Die Priiparate 3—5 wurden im Laboratorium dargestellt und von Hrn. 

Dr. Habild zur Verfiigung gestellt. 

Fir (-Dijodtyrosin (5% in 4-proz. Salzsiure) wird angegeben: 

{a}? = + 2,899 und Schmp. 204° (Oswald!’). Die verwendeten 

l-Dijodtyrosin-Priparate waren also nicht ganz rein. Sie enthielten ctwa 

9% der d,l-Form. 


" Abderhaldenu. Guggenheim, Ber. dtsch. chem. Ges. 41. 1237 {1908}. 
‘6 A. Oswald, diese Z. 62, 399 [1909]. 
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Um zu priifen, ob Stérungen durch einen etwaigen Jodgehalt der verwen- 
deten Organe oder Reagenzien entstehen kénnten, wurden in Vers. 1 und 2 
auch Ansitze untersucht, welche ohne Zusatz jodhaltiger Substanzen blieben, 
also nur die Gewebsschnitte in Pufferlésungen usw. enthielten. Sie gaben Null- 
werte. Um schlieBlich noch zu priifen, ob mit einer weiteren Umsetzung des 
gebildeten Jodids gerechnet werden muBte, welche zu dessen Verschwinden 
unter Bindung oder Anlagerung an die im EiweiBfiltrat oder in der Fallung 
vorhandenen organischen Substanzen hatte fiihren kénnen, wurde in einigen 
Kontrollversuchen zu Gewebsansitzen eine bestimmte Menge Kaliumjodid- 
lésung zugesetzt. Diese wurde nach der Behandlung und Aufarbeitung genau 
wiedergefunden (Vers. 2 b). Hier wurde der Jodspeicherungsversuch mit Schild- 
driisengewebe angesetzt, weil unter biologischen Verhiltnissen die Schilddriise 
die gré8te Speicherfihigkeit fiir Jodid aufzuweisen hat. Da dieser Versuch auch 
negativ ausfiel, ist unter den gegebenen Bedingungen kaum mit einer Anlagerung 
von Jodid an das iiberlebende Gewebe, also mit Jodidverlusten, zu rechnen. 

Die Konzentrationen des organisch gebundenen Jods wurden so gewiahlt, 
daB sie etwa das Tausendfache der normalen Jodmenge im Blut des mensch- 
lichen Organismus betrugen (8,8 mg Gesamtjod in 50 ccm entspr. 17,6 mg in 
100 cem; Blutjod 13 y (+ 4) in 100 ccm). Es kamen also auf jeden Fall erhebliche 
Substratiiberschiisse zur Umsetzung. Mit derartigen Substratiiberschiissen wird 
beim Nachweis und bei Bestimmungen von Fermenten vielfach gearbeitet (z. B. 
Cholinesterase). Auf jeden Fall muBte es bei dieser Konzentration méglich sein 
zu priifen, ob fermentative Umsetzungen iiberhaupt bei der Jodidabspaltung 
aus Dijodtyrosin eine Rolle spielten, um so mehr, als ja bei allen Gewebsfermenten 
angenommen werden kann, da8 sie im Uberschu8 vorhanden sind, d. h. in Men- 
gen, welche ausreichend sein wiirden, ein Vielfaches der normalerweise vorkom- 
menden Substratmengen umzusetzen. 

Bei der Extraktherstellung wurden 300—400 g in der Fleischmaschine zer- 
kleinerter Hundeleber mit Quarzsand im Porzellanmorser fein verrieben, mit 
100 com Extraktionsfliissigkeit (m/15-Phosphatpufferlésung oder 0,9-proz. Koch- 
salzlésung) versetzt und nochmals gut verrieben, das Gemisch schlieBlich in 
30—45 Min. bei 4500 Umdrehungen/Min. zellfrei zentrifugiert. Die zellfreie 
Flissigkeit wurde vorsichtig abgehebert, mit Pufferlésungen auf passende Men- 
gen aufgefillt und fiir die Einzelansitze abgemessen. Sie wurde weiter wie die 
Versuche mit Organschnitten behandelt. 


Versuchsreihen 


A) Orientierende Versuche. 
Vers. 1: 10g Organschnitte vom Hund, dazu je Ansatz 15 mg I[-Dijod- 
tyrosin bzw. die Leerversuche ohne Dijodtyrosin. 
40 com Phosphatpuffer py 6,0. 
18 Stdn. bei 37°; Enteiwei8ung: 10 ccm 20-proz. Trichloressigsaure. 
ak =aktiv in = gekocht 
Verbrauch Jodid-Jod in % 
Sehnitte von: cem n/1000-AgNO, des zugesetzten Gesamtjods 
. Niere Leerversuch 0.00 0,00 0,00 0,00 
1,52 1,62 1,60 2,2 2,4 
0,00 0,00 0,0 0,0 
0,00 0,00 0,0 0,0 
1,81 1,74 1,76 2.6 2,5 2,5 
0,00 0,00 0,0 0,0 


92 
2,3 





Norbert Hartmann Bd. 285 (1950) 


Vers. 2 b (Jodspeicherungsversuch): 

0,75 g Organschnitte (Schilddriise von Hund). 

40 cem Phosphatpuffer p,, 8,0: 18 Stdn. bei 37%. 

EnteiweiBung: 10ccm 10-proz. Trichloressigsaure. 

Verbrauch 
Schnitte von: Lusatz: eem »/1000-AgNO, 

1. Schilddriise ak 3 cem n/1000-Kaliumjodid 1. 2,98 3,00 
2. 4 in 3 com n/1000-Kaliumjodid 2. 3,04 3,02 


B) Wirksamkeit verschiedener Organe. 

Vers. 3: 1 g Gewebsschnitte vom Hund, dazu je Ansatz 15 mg /-Dijod- 
tyrosin bzw. die Leerversuche ohne Dijodtyrosin, 
30 ccm Phosphatpuffer py 8,0; 18 Stdn. bei 37°. 
EnteiweiBung: 10 cem 10-proz. Trichloressigsaure. 


Die Schleimhautpraparate wurden so hergestellt, daB mit dem schrag- 
gestellten Rasiermesser unter gelindem Druck die oberflachliche Schleimhaut 
in einem Zug abgeschabt wurde 


‘ Verbrauch Jodid-Jod in % 

Sehnitte von: ccm n/1000-AgNO, des zugesetzten Gesamtjods 

. Leber ak 2,73 2,70 3,92 3,88 

» in 0,36 0,37 0,52 0,53 

Milz ak 0,40 0,43 0,58 0,62 

» ip 0,34 0,37 0,49 0,53 

. Pankreas ak 0,78 0,74 1,13 1,07 

ae 0,35 0,35 0,51 0,51 

. Magenschleimhaut ak 0,84 0,86 1,21 1,24 

S in 0,37 0,35 0,53 0,51 

. Darmsechleimhaut ak 0,80 0,78 1,15 1,13 

- in 0,36 0,38 0,52 0,55 

. Sehilddriise ak 1,16 1,18 1,67 1,70 

; ip 0,38 0,36 0,55 0,52 

3. Niere ak 1,16 1,19 1,67 1,72 

in 0,36 0,36 0,52 0,52 

5. Leerversuch: Phosphatpufie: 0,50 0,48 0,72 0.69 


1 
2. 
3. 
4. 
5 
6. 
7 
3. 
9. 


Vers. 8a: 10 g Gewebsschnitte vom Hund, dazu je Ansatz 15 mg /-Dijod- 
tyrosin bzw. die Leerversuche ohne Dijodtyrosin. 


50 cem Phosphatpuffer py, 8,0; 18 Stdn. bei 37% 
EnteiweiBung: 10 ccm 20-proz. Trichloressigsdure. 
Verbrauch Jodid-Jod in % 
Schnitte von: com n/100-AgNO, des zugesetzten Gesamtjods 
. Leber 1,28 1,27 18,46 18,32 
2. Muskei 0,96 1,00 13,84 14,42 
3. Hirn (GroShirnrinde) 0,55 0,54 7,92 7,7& 
. Leerversuch 0,06 0,06 0,87 0,87 
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1. Vergleich der Aktivitat verschiedener Hundeorgane bei der Jodidabspaltung 

aus Dijodtyrosin. Die Prozentwerte sind um den Leerwert reduziert, auf 1 g 

Organschnitte umgerechnet und auf eine Dezimale abgerundet. Der Leerwert 
war bei Versuch 3: 0,7%, bei Versuch 4: 1,6%, bei Versuch 8: 0,9%,. 


Vers. 3 Vers. 4 Vers. & 
Leber . : 82%: t 3,0%: ++-4 1,8%: ++ 
Schilddriise. . . . . 1,0%: 2,9%: 
Nite. 2-5. 8s oe OE - 0,8%: 
Magenschleimhaut . . 0,5%: 
Darmschleimhaut. . . 0,4%: 
Pankreas .. . - 0,4%: 
Milz . ew o OBNGS t 
Muskel as SUNS 0.3%: 14%: ++ 
Hirn 0,7%: oS 
2. Vergleich der Aktivitat der Organe einiger Tiere bei der Jodidabspaltung 
aus Dijodtyrosin. 
Leber Niere 
Hund . Se Po, BG 1,7% 
Kaninchen . . . 3,7% _ 
WeiBe Ratte. . . = 2,3% 
Meerschweinchen . 1,5% 1,0% 


Anmerkung. Die Werte bei Kaninchenniere und Rattenleber sind durch Fehl- 
bestimmung infolge Elektrodenschadens ausgefallen. Am wirksamsten unter den 
vergleichend untersuchten Organen war also Hundeleber. 


C) Extrahierbarkeit. 
Vers. 4b: 400 g Hundeleber, 

100 ccm 0,9-proz. Kochsalzlésung. 

20 Min. zentrifugiert; vom Zentrifugat je Ansatz 20 ccm aut- 
gefillt auf 60 com mit Phosphatpuffer py 8,0 bzw. 6,0; dazu 
je Ansatz 15 mg /-Dijodtyrosin. 18 Stdn. bei 37°. 

EnteiweiBung: 20 ccm 10-proz. Trichloressigsaure. 


Verbrauch Jodid-Jod in % 
ecm ”/1000-AgNO, des zugesetzten Gesamtjods 


1. Extrakt 2,12 2,20 3,06 3,39 
: es 5 3,02 3,08 4,35 4,45 
3. Leerversuch 1,10 1,12 1,59 1,61 
4. “s 0,00 0.00 0,0 0,0 


2 


a 


Vers. 5a: 300 g Hundeleber. 
100 cem 0,9-proz. Kochsalzlésung. 
30 Min. zentrifugiert. 
10 cem Extrakt zu 30 ccm Phosphatpuffer. 
Zusatz: je 15 mg l-Dijodtyrosin. 18 Stdn. bei 37°. 
EntweiweiBung: 10 ccm 10-proz. Trichloressigsaure. 
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Jodid-Jod in % 
Verbrauch des zugesetzten Gesamtjods 
eem n/100-AgNO, (Mittelwert) 


1a. Extrakt ak R 0,28 0,27 3,95 
1b. » om 0,00 0,00 0,0 
1c. Leerversuch E 0,06 0,04 0,72 
2a. Extrakt ak U,28 0,29 4,11 
2b. ‘“ in 0,00 0,00 0,9 
2c. Leerversuch 0,07 0,06 0,94 
3a. Extrakt ak 7 0,23 0,23 at 
Sib. 5s in : 0,00 0.00 0,0 
3c. Leerversuch q 0,08 0,08 1,15 
4a. Extrakt ak B, 0,16 0,18 2,45 
4b. ss in 0.00 0,00 0,0 
4c. Leerversuch 3, 0,10 0,11 ° 1,25 
5a. Extrakt ak 5,8 0,11 0,13 73 
5 b. s in 5, 0,00 0,00 0.0 
5c. Leerversuch 8 0,10 0,14 1,73 
Vers. 7a: 300 g¢ Hundeleber. 
~ 100 cem Phosphatpuffer p), 8,0. 
30 Min. zentrifugiert; dazu je Ansatz 15 mg l-Dijodtyrosin und 
akt. je 5ccm Extrakt zu 50 ccm Phosphatpuffer von py 8,3; 
8,0 und 7,7. Leerversuch ohne Extrakt 18 Stdn. bei 37°. 


EnteiweiBung: mit je 10 ccm 10-proz. Trichloressigsaure. 


Verbrauch Jodid-Jod in % 
cem n/100-AgNO, des zugesetzten Gesamtjods 
1. ak Phosphatpuffer 8,3 0,18 0,16 2,60 2,30 
2. 8,3 0,06 6,06 0,87 0,87 
3. ak 8,0 0,13 0,14 1,87 2,02 
4. , 8,0 0,06 0,06 0,87 0,87 
5 
6 


Pu 


oak 7,4 0,10 0,10 1,44 1,44 
7,7 0,06 0,07 0,87 1,01 


Vers. 9a: 400g Hundeleber, dazu je Ansatz 15 mg [-Dijodtyrosin (/-) bzw. 
d,l-Dijodtyrosin (d,1). 
100 ccm Phosphatpuffer p,,; 8,0. 
45 Min. zentrifugiert; je 8 com Extrakt zu 50 ccm Phosphat- 
puffer von py 8,0; 18 Stdn. bei 37°. 
Enteiwe:Bung: je 10 ccm 10-proz. Trichloressigsaure. 


Verbrauch Jodid-Jod in % 
cem n/100-AgNO, des zugesetzten Gesamtjods 
. Extrakt ak (l) 0,64 0,60 9,24 8,66 
ak (d,/) 0,66 0,62 9,52 8,94 
in (1) 0,24 0,28 3,45 4,04 
in (dl) 0,35 0,40 5,05 5,77 
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D) py-Abhangigkeit (vgl. Abb. 1). 
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a 
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Abb. 1. Abhangigkeit der Jodidabspaltung von der Reaktion. 
{: Leberschnitte [l. Leberextrakt III. Spontanabspaitung 




















Vers. 5b: 8g Organschnitte vom Hund, dazu je Ansatz 15 mg /-Dijodtyrosin. 
30 ccm Phosphatpuffer; 18 Stdn. bei 37°. 
EnteiweiBung: 10 cem 10-proz. Trichloressigsaure. 


Verbrauch Jodid-Jod in % 


Schnitte von: Pu ecm n/100-AgNO, des zugesetzten Gesamtjods 
(Mittelwert) 


a. Leber ak 8,3 0,72 0,71 10,32 
eo ah 8,3 0,00 0,00 0,0 
. Leerversuch 8,3 0,06 0,04 0,72 
a. Leber ak 7,2 0,79 0,81 11,52 
<< bg 0,22 0,29 3,60 
. Leerversuch a7 0,07 0,06 0,94 
. Leber ak 7,0 0,32 0,34 4,74 
Ks ha oo 7,0 0,00 0,00 0,0 
. Leerversuch 7,0 0,08 0,08 1,15 
. Leber ak 6,4 0,21 0,19 2,88 
<2 6,4 0,00 0,00 0,0 
. Leerversuch 6,4 ~ 0,10 0,11 1,52 
. Leber ak 5,8 0,13 0,16 2,09 
4° aR 5,8 0,00 0,00 0,0 
. Leerversuch 5,8 0,10 0,14 1,73 


Vers. 7 b: 300g Hundeleber. 100 cem Phosphatpuffer py 8,0. 
30 Min. zentrifugiert; dazu je Ansatz 15 mg l-Dijodtyrosin und 
akt. je 5ccm Extrakt zu 50 ccm Phosphatpuffer von py 8,3 
8,0 und 7,7. 
Leerversuch ohne Extrakt 18 Stdn. bei 37°. 
EnteiweiBung: mit je 10 ccm 10-proz. Trichloressigsiure. 





Norbert Hartmann Bd. 285 (1950) 


Verbrauch Jodid-Jod in %, 
Py sem ”/100-AgNO, des zugesetzten Gesaintjod: 
ak Phosphatpuffer 8,3 0,18 0,16 2,60 2,30 
: 8,3 0,06 0,06 0,87 0,87 
ak 8,0 0,13 0,14 1,87 2,02 
3,0 0,06 0,06 0,87 0,87 
7,7 0,10 0,10 1,44 1,44 
77 0.06 0,07 0,87 1,01 


i. 
2. 
3 

4. 


E) Temperaturabhingigkeit (vgl. Abb. 2). 


50 
37°C 








1 20 
%Jod als Jodid —> 
I Leberschnitte | Soontanabspaltung 
Abb. 2. Abhangigkeit der Jodidabspa!tung von der Temperatur. 





Vers. 4c: 7g Organschnitte vom Hund, dazu je Ansatz 15 mg l-Dijodtyrosin 
‘ 40 com Phosphatpuffer py, 8,0; 18 Stdn. bei 37°. 
EnteiweiBung: 20 cem 10-proz. Trichloressigsaure. 


Verbrauch Jodid-Jod in % 
Schnitte von: Temp.” ccm ”/1000-AgNO. des zugesetzten Gesamtjod. 

1. Leber 20 6,35 6,48 9,54 9,57 
ey 37 15,0s 14,50 21,74 20,91 
3. “ 50 11,30 11,34 16,30 16,36 
4. Leerversuch 20 0,62 0,54 0,90 0,77 
5. a 37 1,10 1,12 1,59 1,61 
6. ; 50 2,08 2,10 3,00 3,08 


Ff) Abbau der Oxy-, Keto- und Aminosiure. Spezititat des Abbaus. 
Vers. 6: 10 g Organschnitte (Hund), 40 ccm Phosphatpuffer py 8,0; 18 Stdn. bei 37'. 
Zusatz: 1—3 je 15 mg l-Dijodtyrosin 
4—6 je 15 mg Dijod-p-oxypheny!milchsaiure 
7—9 je 15 mg Dijod-p-oxypheny|brenztraubensiure. 
EnteiweiBung: 20 com 20-proz. Trichloressigsaure. 


Verbrauch Jodid-Jod in % 
Schnitte von com 7/1000-AgNO, des zugesetzten Gesamtjod: 


. Leerversuch 0,00 0,00 0,0 0,0 
2. Leber 6,66 6,82 9,53 9,86 
3. Niere 1,88 1,86 2,74 2,68 

. Leerversuch 0,00 0,00 0,0 0,0 

. Leber 1,72 1,70 2,48 2,46 
3. Niere 1,62 1,60 2:32 2,30 

. Leerversuch 13,85 14,22 19,94 20,48 

. Leber 14,10 14,00 20,30 20,16 

. Niere 14,00 14,05 20.16 20,23 
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Vers. 9 b: 400g Hundeleber, 100ccm Phosphatpuffer Py 8,0; 45 Min. 
zentrifugiert; je 8 cem Extrakt auf 50 ccm mit Phosphatpuffer 
Py 8,0 aufgefiillt. 18 Stdn. bei 37°. 
EnteiweiBung: 10 ccm 10-proz. Trichloressigsiure. 
Zusatz: 1. u. 3. je 15 mg l-Dijodtyrosin 
2. u. 4. je 15 mg Dijod-p-oxypheny!brenztraubensaure. 
Verbrauch Jodid-Jod in % 
cem 7/100-AgNO, des zugesetzten Gesamtjods 
1, Extrakt, ak 1,64 0,60 9,24 8,66 
2 5 ak 1,40 1,38 20,21 19,90 
: « & 0,24 0,28 3,45 4,04 
4. ws in 1,40 1,42 20,21 20,49 


G) Optische Spezifitat. 
Vers. 9c: 400g Hundeleber, 100.ccm Phosphatpuffer pq 8,0; 45 Min. 
zentrifugiert; je 8ccm Extrakt auf 50 ccm Phosphatpuffer 
Py 8,0 aufgefillt; 18 Stdn. bei 37°. 
EnteiweiBung: 10 cem 10-proz. Trichloressigsiure. 
Zusatz: 1. u. 3. je 15 mg l-Dijodtyrosin 
2. u. 4. je 15 mg d,l-Dijodtyrosin 


Verbrauch Jodid-Jod in % 
cem /100-AgNO des zugesetzten Gesamtiods 
1. Extrakt ak 0,64 0,60 9,24 3,66 
2. ak 0,66 0,62 9,52 3,94 
3 in 0,24 0,28 3,45 4,04 
4. in 0.44 0,51 6,35 7,36 


Vers. 10 a: 10g Organschnitte vom Hund, 50 cem Phosphatpuffer pj, 8,0; 
18 Stdn. bei 37°. 
EnteiweiBung: 20 ccm 10-proz. Trichloressigsiure. 
Zusatz: 1, 3. 5. je 15 mg l-Dijodtyrosin. 
2. 4. 6. je 15 mg d,l-Dijodtyrosin. 


Verbrauch Jodid-Jod in % 
Schnitte von: cem n/100-AgNO, des zugesetzten Gesamtjods 
. Leber ak 1,72 1,68 24,80 24,21 
1,34 1,36 19,33 19,61 
0,00 0,00 0,0 0,0 
. 0,00 0,00 0,0 0,0 
. Leerversuch 0,06 0,07 0,87 1,01 
¥ 0,07 0,06 1,01 0,87 


H) Vergleich der Dejodierung unter aeroben und anaeroben 
Verhaltnissen. 
Vers. 8 b: 10 g Organschnitte vom Hund, dazu je Ansatz 15 mg /-Dijodtyrosin. 
50 ccm Phosphatpuffer py 8,0. u 
Ansatz 1: 30 Min. mit Stickstoff durchstrémt, dann an der Ol- 
pumpe auf 3 mm Hg evakuiert und luftdicht verschlossen; mit 
den anderen Ansatzen 18 Stdn. bei 37° bebriitet. Nach 18 Stdn. 
hatte Ansatz 1 das Vakuum gehalten. 
EnteiweiBung: 10 cem 20-proz. Trichloressigsiure. 





Schnitte von: 


. Leber N,-Vakuum 


1 
2. 4,  aerob 
3 


. Leerversuch aerob 


Norbert Hartmann 


Verbrauch 


eem n/100-AgNO, 
1,26 


1,28 


0,06 


1,23 
1,27 
0,06 


Bd. 285 (1950) 


Jodid-Jod in % 


18,18 


18,46 


0,87 


des zugesetzten Gesamtjods 


17,73 
18,32 
0,87 


Vers. 9d: 400 g Hundeleber, 100 cem Phosphatpuffer py 8,0. 45 Min. zen- 
trifugiert; je 8ccm Extrakt zu 50 ccm mit Phosphatpuffer von 
Py 8,0 aufgefiillt; Stickstoffatmosphire: Stickstoff wurde 
5 Min. lang durch die Fliissigkeit im Erlenmeyerkolben hin. 
durchgeleitet, der Kolben dann luftdicht verschlossen und be- 
briitet. 18 Stdn. bei 37°. 


EnteiweiBung: 10 ccm 10-proz. Trichloressigsiure. 


Zusatz: 1. 3. 5. je 15 mg /-Dijodtyrosin 
2. 4. 6. je 15 mg d,/-Dijodtyrosin. 


Verbrauch 


cem 7/100-AgNO, 


. Extrakt ak aerob 0.64 
; ak aerob 0,66 
ak N,-Atm. 0,66 
ak N,-Atm 0,70 


a On 


eney 


in aerob 
in acrob 


Vers. 10 b: 10 g Organschnitte vom Hund, 


Schnitte von: 
Leber ak aerob 
ak acrob 


in aerob 
in aerob 
. Leerversuch aerob 
acrob 


ak N,-Atm. 
ak N,-Atm. 


0,24 
0,35 


0,60 
0,62 
0,76 
),78 
0,28 
0.40 


Verbrauch 


ecm 1/100-AgNO, 


1,72 
1,34 
1,72 
1,33 
0,00 
0,00 
0,06 
0,07 


1,68 

36 
1,66 
1,33 
0,00 
0,00 
0,07 
0.06 


Jodid-Jod in % 
des zugesetzten Gesamtjods 


9,24 
9,52 
9,52 
10,11 
3,45 
5,05 


8,66 
8,94 
10,96 
11.25 
4,04 
5,77 


50 cem Phosphatpuffer py 8,0. 
Wahrend der Bebriitung kontinuierliche Durchleitung vou 
Luft bzw. von sauerstoffreiem Stickstoff (alkal. Pyrogallol- 
Lésung); 18 Stdn. bei 37°. 
EnteiweiBung: 20 com 10-proz. Trichloressigsiure. 
Zusatz: 1. 3. 5. 7. je 15 mg /-Dijodtyrosin 

2. 4. 6. 8. je 15 mg d,/-Dijodtyrosin. 

Jodid-Jod in % 
des zugesetzten Gesamtjods 


24,80 
19,33 
24,80 
19,19 
0,0 
0,0 
0,87 
1.01 


[) Beeinflussung durch Arsenige Saure. 
Vers. 11: 10g Organschnitte vom Hund, 40 ccm Phosphatpuffer py 8,0. 
Zusatz: |. u. 4. je 15 mg [-Dijodtyrosin 
2. 50 mg Arsenik u. 15 mg I-Dijodtyrosin 
3. ohne. 
18 Stdn. bei 37°. 
EnteiweiBung: 10 ccm 20-proz. Trichloressigsiure. 


24,21 
19,61 
23,88 
19,90 
0,0 
0,0 
1,01 
0,87 





ao © th = 


aw f-, “ww Wt — 


wT 


aw & ts 


wre — 


NO oo 


(1950) 


tjods 


Bd. 285 (1950) 


Schnitte von: 
Leber 


” 


Abbau von Dijodtyrosin 


Verbraueh 


eem n/100-AgNO, 


1.58 
0,40 
0,00 


1,56 
0,38 
0,00 


Jodid-Jod in % 
des zugesetzten Gesamtjods 


22,75 
5,67 
0,00 


22,50 
5,47 
0,0 


. Leerversuch 0.06 0,06 0,87 0,87 


Vers. 12: | g Organschnitte, 25ccm Phosphatpuffer py 8,0; 23 Stdn. bei 37°, 
EnteiweiBung: 5 cem 20-proz. Trichchloressigsiure. 
Zusatz: 1. 2. je 15 mg /-Dijodtyrosin 
3. 6. je 15 mg I-Dijodtyrosin + 25 ccm m/1000- Arsenik 
4. 5. je 15 mg Dijodtyrosin. 
Jodid-Jod in % 
des zugesetzten Gesamtjods 


Verbrauch 


Schnitte von: cem n‘100-AgNO, 


. Kaninehenleber in 
ak 
ak 


” 


4. Rattenniere ak 


" a m 
5 Leerversuch 


0,12 
0.26 
0,06 
0,18 
0,03 
0,06 


0,14 
0,25 
0,06 
0,14 
0,02 
0,06 


1,73 
8,74 
0,87 
2,60 
0,43 
0,87 


Vers. 13 Organschnitte, 25 ccm Phosphatpulfer py 8,0; 18 


EnteiweiBung: 10 cem 20-proz. Trichloressigsiiure. 


Zusatz: 1. 2. 5. 6. je 15 mg /-Dijodtyrosin 
3. 4. je 15 mg I-Dijodtyrosin + 5 ecm m/1000-Arsenik 

Jodid-Jod in % 
des zugeseteten Gesamtjods 


Sehnitte von: 
4g Meerschweinchenleber ak 
4g ie in 
42 me ak 
10 ¢ Hundeleber 

.10¢g a ak 


5. Leerversuch 


Verbrauch 


cem 7/100-AgNO, 


0,35 
0,08 
0,20 
0,40 
0,40 
0,06 


0,35 
0,08 
0,22 


0,40 
0,06 


5,05 
0,87 
2,85 
5,76 
5,76 
0,87 


2,02 
3,59 
0,87 
2,02 
0,29 
0,87 


Stdn. bei 37°. 


5,05 
1,15 
3,17 
5,76 
0,87 


Vers. 14: 7.5 g Organschnitte vom Hund, 55 ccm Phosphatpuffer py 5,0. 
Vakuum: 20 Min. an der Olpumpe (3 mm Hg) evakuiert, dann 
gut verschlossen bebriitet; 23 Stdn. bei 37°. 
EnteiweiRung: 10 ccm 20-proz. Trichloressigsiure. 
Zusatz: 1. 2. 5. 6. je Ansatz 15 mg l-Dijodtyrosin 
3.4. je Ansatz 15 mg l-Dijodtyrosin und | g Arsenik. 
Leerversuch: 30 mg /-Dijodtyrosin. 
Jodid-Jod in % 
des zugesetzten Gesamtjods 


Verbrauch 


Schnitte von: cem n/100-AgNO, 


1 Leber ak 
in 
ak 
in 
ak (Vakuum) 
» in (Vakuum) 
. Leerversuch 


1,00 
0,06 
0,82 
0,08 
1,80 
0,06 
0.11 


1,10 
0,06 
1,00 
0,09 
1,78 
0,08 
0.09 


15,15 
0,91 
12,85 
1,21 
27,27 
0,91 
1,66 


16,64 
0,91 
15,15 
1,36 
26,06 
1,21 
1,36 
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Erérterung der Versuchsergebnisse 


Uberlebende Organschnitte von Hunden bauen Dijodtyrosin fer- 
mentativ unter Jodidbildung ab. Auch in Extrakten von Hundeorganen 
wurde aus der’ Aminosaure Jodid abgespalten. 

Am wirksamsten waren Leberschnitte, weniger wirksam Schild- 
driise und Niere, Muskel und Hirn, schwach wirksam Pankreas, Magen- 
schleimhaut und Darmschleimhaut von Hunden. Die Wirkung von Milz- 
schnitten war fraglich. Schnitte von Kaninchenleber, Rattenniere und 
Meerschweinchenniere waren ebenfalls wirksam. Von allen untersuchten 
Organen war Hundeleber am starksten wirksam. 

Bei Leberschnitten vom Hund ist die Wirkung am starksten im 
Alkalischen; das Reaktionsoptimum liegt zwischen py 8,0 und 8,3. Die 
Temperaturabhangigkeit entspricht den Erwartungen bei fermentativen 
Umsetzungen. Bei der Extraktion scheinen die wirksamen Fermente 
geschadigt oder nicht vollkommen extrahiert zu werden. Auch hier 
steigt die Aktivitat mit dem py, an. Der Anstieg erfolgt aber nahezu 
linear. Ein charakteristisches Optimun lie8 sich dabei nicht feststellen. 


In derartigen Extrakten wird aus /- und d,/-Dijodtyrosin etwa gleich 
rasch Jodid abgespalten. An iiberlebenden Leberschnitten scheint die 
l-¥orm rascher als die d-Form umgesetzt zu werden. 

Auch aus Dijod-p-oxyphenylmilchsiure wird am iiberlebenden Ge- 
webe Jodid gebildet, an Leberschnitten in wesentlich geringeren Mengen 
als aus Dijodtyrosin, an Nierenschnitten aus beiden Verbindungen etwa 
in gleichen Mengen. Man kénnte daran denken, daf in der Niere unspe- 
zifische Systeme an der Dejodierung beteiligt seien, wahrend in der 
Leber daneben auch noch eine fiir /-Dijodtyrosin spezifische Dejodase 
vorhanden sein kénnte. Die bisher vorliegenden Ergebnisse reichen zur 
Priifung dieser Fragen nicht aus. 

Aus Dijod-p-oxyphenylbrenztraubensaure wird schon in den Leer- 
versuchen so rasch Jodid gebildet, daB sich nicht nachweisen lieB, ob 
bei der Abspaltung am lebenden Gewebe fermentative Einfliisse eine 
Rolle spielten. 

Das ist insofern von Bedeutung, als die Uberlegung naheliegt, ob 
nicht die beobachteten Jodidabspaltungen bei den Versuchen mit Dijod- 
tyrosin so zu deuten sind, daB die Aminosaéure zunachst oxydativ zur 
Ketosaure desamidiert, aus dieser dann spontan — ohne Mitwirkung 
besonderer dejodierender Fermente — Jodid abgespalten wird, daB die 
beobachteten Dejodicrungen aiso nur eine Folge des fermentativen 
Abbaus durch Aminosaureoxydase seien. 

Gegen diese Vorstellung sprechen aber eine Reihe von Beobach- 
tungen: aus 1-Dijodtyrosin wurde an iiberlebendem Gewebe mindestens 
ebenso rasch Jodid gebildet wie aus der d,J-Verbindung, auch an Meer- 
schweinchennierenschnitten, welche keine wesentlichen Mengen an d- 
Aminosaureoxydase enthalten sollen, wurde Jodid abgespalten, und zwar 
nicht wesentlich geringer, als an Meerschweinchenleberschnitten. Vor 





Bd. 285 (1950) Abbau von Dijodtyrosin 15 


allem aber zeigt sich, daB die Jodidbildung anaerob genau so erfolgt 
wie aerob; die starksten Jodidbildungen wurden iiberhaupt anaerob 
(nach N,-Durchleitung im Vakuum) ohne Zusatz von As,O; beobachtet. 
Um eine nicht-fermentative Dejodierung im Gefolge der oxydativen 
Desamidierung kann es sich also nicht handeln. 

Man kénnte weiter daran denken, da8B Dijodtyrosin tiber eine an- 
aerobe Umaminierungsreaktion in Dijod-p-oxyphenylbrenztraubensaure 
verwandelt und diese dann spontan dejodiert wiirde. Die Dejodierung 
kénnte bei einer derartigen Umsetzung iibrigens auch schon an Zwischen- 
stufen erfolgen. Derartige Umaminierungsreaktionen sind aber an aroma- 
tischen Aminosauren bisher nicht beobachtet worden. Esist auch unwahr- 
scheinlich, daB Ketoverbindungen, welche hierzu notwendig waren, in 
ausreichenden Mengen im iiberlebenden Gewebsschnitt unter anaeroben 
Verhaltnissen zur Verfiigung stehen kénnen. 

Eher kénnte man vielleicht damit rechnen, daB Dijodtyrosin bei 
der Bindung an ein besonders ,,dejodierendes‘‘ Ferment an der NH,- 
Gruppe substituiert und damit in eine Form verwandelt wiirde, welche 
ahnlich wie die Keto- und vermutlich auch wie die freie Iminoverbin- 
dung rasch dejodiert wird. Weitere Untersuchungen miissen diese Frage 
klaren. 

Mit Sicherheit 14Bt sich ausschlieBen, daB Dijod-p-oxyphenylmilch- 
siure, welche nach Verfiitterung gréBerer Mengen von Dijodtyrosin und 
von Dijod-p-oxyphenylbrenztraubensaure, wie oben erwaihnt wurde, im 
Harn auftritt, als Zwischenstufe auf dem Abbauweg des Dijodtyrosins 
gebildet wird, auf welchem es zur Jodidabspaltung kommt. Es liegt nahe 
anzunehmen, da sie nur bei Belastung des Organismus mit groBen 
Mengen der Aminosaure bzw. der Ketosaure gebildet wird, wihrend der 
Hauptabbau dieser Verbindungen auf dem Wege erfolgt, auf welchem 
es zur Dejodierung kommt. 

Hr. Dr. HabiJd iberlieB mir die untersuchten Substanzen, Hr. Dr. 
Schimmelfeder stellte die zu den Versuchen verwendeten Organe zur 
Verfiigung; beiden Herren gilt mein besonderer Dank. 


Zusammenfassung 


1, Ein Verfahren zur potentiometrischen Titration von Jodid neben 
gréBeren Mengen von organisch gebundenem Jod und von Chloriden 
in Gewebsextie.kten wurde ausgearbeitet. 

2. Die Jodidabspaltung aus J- und d,l-Dijodtyrosin, Dijod-p- 
oxyphenylmilchsaure und Dijod-p-oxyphenylbrenztraubensaure an tiber- 
lebenden Gewebsschnitten und in Gewebsextrakten wurde untersucht. 

3. Die Jodidabspaltung aus Dijodtyrosin kommt am iiberlebenden 
Gewebe im Zusammenhang mit fermentativen Abbauprozessen zustande. 
Die Umsetzungsgeschwindigkeit hangt in charakteristischer Weise vom 
Py ab. Sie zeigt ein ausgesprochenes Optimum zwischen p, 8,0 und 8,3. 
Temperaturoptimum zwischen 30 und 40°. 
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4, Kine derartige Dejodierung von Dijodtyrosin wurde beobachtet 
an verschiedenen Organen von Hunden, Kaninchen, Ratten und Meer. 
schweinchen. Am wirksamsten von allen Organen waren Schnitte aus 
Hundeleber. 

5. Dijod-p-oxyphenylmilchsaiure wird an Lebergewebe wesentlich 
langsamer dejodiert als Dijodtyrosin. Sie ist also jedenfalls kein Zwi- 
schenprodukt auf dem Abbauweg der Aminosaure, auf welchem es zur 
Jodabspaltung kommt. 

5. Aus Dijod-p-oxyphenylbrenztraubensaure wird in Pufferlésungen 
und im Leerversuch (nicht fermentativ) mit groBer Geschwindigkeit 
Jodid gebildet. 

7. Die an iiberlebenden Gewebsschichten beobachtete Jodidbildung 
aus Dijodtyrosin kann nicht so zustande gekommen sein, daB die Amino- 
siure zunichst oxydativ desamidiert, aus der Ketosiure dann spontan 
Jod abgespalten wurde: sie erfolgt aus /-Dijodfyrosin eher rascher als 
aus dem Racemat, kommt auch an Meerschweinchen-Nierenschnitten 
zustande, welche frei von d-Aminosiureoxydase sind, und erfolgt vor 
allem unter anaeroben Verhaltnissen genau so wie aerob. 

8. Der EinfluB Arseniger Saure auf die Wirkung der Jodidabspal- 
tung ist nicht einheitlich und mu eingehender nachgepriift werden. 

9. Die Versuchsergebnisse werden besprochen, und es wird festge- 
stellt, daB wahrscheinlich die Jodidabspaltung unter Mitwirkung einer 
besonderen, spezifischen ,,Dejodase‘‘ zustande kommt. Bei der Bindung 
an dieses Ferment kiénnte die Aminogruppe nach Art einer Umaminie- 
rungsreaktion méglicherweise so substituiert werden, daB aus der Zwi- 
schenverbindung Jodid ahnlich leicht abgegeben werden kann wie aus 
der Ketosaure. 

Nachtrag 

Die vorliegende Arbeit wurde in der Zeit von Dezember 1941 bis 
Mai 1943 durchgefiihrt. Erst na¢h Abschlu8 der Arbeit wurde ich auf 
einige Versuche in einer Mitteilung von Blum u. Mitarb.!? aufmerksam, 
welche sich mit allgemeinen Fragen des Jodstoffwechsels befaBt. Nach 
dem mir zunachst nur bekannten Referat in den Ber. d. ges. Physiol. 
war nicht ohne weiteres zu ersehen, daB in dieser Veréffentlichung u. a. 
auch Abbauversuche an iiberlebendem Gewebe mitgeteilt wurden. 

Blum hat nach langerer Unterbrechung seine bereits erwahnten 
friiheren Untersuchungen iiber Jodabspaltung aus Thyreoglobulin noch 
einmal aufgenommen. Er zeigte dabei u. a., daf Leberbrei in Puffer- 
lésung bei 40° unter Toluol das Thyreoglobulin abbaut, und daf dabei 
im eiweiBfreien Ultrafiltrat der Versuchsansatze niedrigmolekulare jod- 
haltige Stoffe auftreten. Mit seinem Bestimmungsverfahren (Gesamt- 
jodbestimmung des Ultrafiltrats nach Veraschung, Titration als Jodat) 
14Bt sich nicht entscheiden, ob es sich um niedrigmolekulare, peptidartige 


12 Schweiz. med. med. Wschr. 1941 IT, 811, 836. 
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jodhaltige Spaltprodukte, Dijodtyrosin oder Jodide handelt. Die An- 
nahme von Blum u. Mitarb., daB es sich vorwiegend um Jodid handelt, 
findet eine Stiitze in unseren Versuchen iiber den Abbau von Dijod- 
tyrosin, bei welchen mit Hilfe der elektrometrischen Titration einwand- 
frei gezeigt wurde, daB hier am iiberlebenden Gewebe Jodid gebildet 
wird. Blum u. Mitarb. hatten positive Ergebnisse nur mit Leberbrei 
(Hunde- und Kaninchenleber). Wir fanden, da8 auch andere Organe, 
wenn auch in wesentlich geringerem Mafe, Dijodtyrosin dejodieren 
kénnen. Die Unterschiede kénnten darauf zuriickzufiihren sein, daB 
Blum u. Mitarb. Thyreoglobulin verwendeten, das vielleicht zunachst 
proteolytisch abgebaut werden muB8, wir aber Dijodtyrosin als Substrat 
wahlten; méglicherweise aber auch darauf, daB die Verfahren zur Be- 
stimmung des Jodids andere waren. 

Auf die Vorstellungen Blums! iiber die besondere Stellung der 
Leber im Jodstoffwechsel soll bei spiterer Gelegenheit eingegangen wer- 
den. Ahnliche Ansichten finden sich u. a. bei Elmer u. Mitarb.'4 und 


bei De Courey”™. 


'8 Blum u. Mitarb., Schweiz med. Wschr. 1941 [1, 1612. 
‘4 C. r. Séances Soc. Biol. Filiales Associées 114, 350, 1340 1933]; 115, 


1717 [1934]. 
16 Western J. Surgery 45, 432 °1937]. 
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Uber das Schicksal des Penicillins im Organismus 
II, Mitteilung: 
Die Reaktivierung von durch Penicillinase inaktiviertem Penicillin* 


Von 
Karl Irrgang und Ursula Dérnbrack 
Aus der wissenschaftlichen Abteilung der Lessopharm G.m.b.H., Bronnzell bei Fulda * 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Juni 1949) 


Vor einiger Zeit berichteten wir iiber Versuche*, bei denen wir nachi.v. Gabe 
von durch Leber inaktiviertem Penicillin im zunichst bakteriostatisch inak- 
tivem Harn der Versuchstiere ein bakteriostatisch aktives Prinzip nachweisen 
konnten, das als Penicillin gewertet, bis 93% des vor der Inaktivierung in der in- 
jizierten Lésung enthaltenen betrug. 


_ . 7 Die Arbeit war im Herbst 1948 bereits abgeschlossen. Durch verschiedene 
auBere Umstinde kann ihre Verdffentlichung erst heute erfolgen. 

* Die experimentellen Arbeiten wurden in der Pharmakologischen Abteilung 
der echemaligen Lessing-Chemie G.m. b. H., Erfurt, durchgefiihrt. 

° K.Irrgangu. U. Dérnbrack, Z. ges. Inn. Med. Grenzgebiete 8, 455 [1948]. 
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In vorliegender Arbeit sollen Versuche mitgeteilt werden, die eine 
Reaktivierung von durch Penicillinase (im folgenden ,,P-ase“ ge. 
nannt) inaktiviertem Penicillin durch den Kaninchenorganismus zum 


Ziele hatten. 

Wir haben darauf verzichtet, die zur Inaktivierung des Penicillins diesem zu. 
gegebene P-ase vor der Injektion zu zerstéren, da wir vermeiden wollten, daB durch 
derartige Mafnahmen evtl. labile Penicillin-Inaktivierungsprodukte mit zerstért 
oder verindert wiirden. Die Konzentration der mitinjizierten P-ase im Blut diirfte 
infolge der Verdiinnung durch dieses (etwa 1: 10) so verringert sein, daB ins Ge. 
wicht fallende Wirkungen nicht mehr zu erwarten sind, was durch Modellversuche 
bestatigt werden konnte. Wir verfuhren dabei so, da8 wir den Versuchstieren un. 
mittelbar vor der Penicillininjektion die Menge P-ase (ebenfalls i. v.) verab. 
reichten, die wir sonst zur Inaktivierung dieser Penicillinmenge angewandt hitten. 
Ein dadurch im Blut oder Harn auftretender P-ase-Effekt miiBte sich hier in bezug 
auf eine evtl. Einwirkung auf Penicillin-Blutspiegel und -Ausscheidung bzw. eine 
Verfailschung der Testwerte genau so bemerkbar machen wie im Hauptversuch. 
Die Ergebnisse (Tab. 1, Vers. 287/88) zeigen, das die Unterschiede durchaus in der 
GréBenordnung liegen, wie sie bei untereinander vollig gleichen Kontrollversuchen 
(ohne P-ase Einwirkung) wiederholt beobachtet werden konnte (273/274) 4. 


Die Versuchsresultate zeigt Tab. 1. Es ist zu ersehen, daB nach i. y. 
Injektion von durch P-ase inaktiviertem Penicillin im Harn der Ver. 
suchskaninchen ein bakteriostatisch aktiver Stoff nachgewiesen werden 
konnte, der; als Penicillin berechnet, bis 57,8°/, des vor der Inaktivierung 
in der Injektionslésung vorhandenen betrug®. 


In einigen Fallen beobachteten .wir einen geringen harneigenen § 


bakteriostatischen Effekt (s. Tab.), der bei den zugehérigen Harnwerten 
als Penicillin in Abzug gebracht wurde, so daB die dort mitgeteilten 
Zahlen nur den reinen Bakteriostase-Zuwachs angeben. 

Die Reaktivierung von durch P-ase inaktiviertem Penicillin durch 
den Kaninchen-Organismus ist stark von der Dauer der Inaktivierung 
abhaingig. Wir konnten eine Reaktivierung nur bei Versuchen beob.- 
achten, bei denen die P-ase Einwirkung mindestens 4 Stdn. andauerte. 
Bei kiirzerer Reaktionsdauer waren die mit dem Harn ausgeschiedenen 
Penicillinmengen kleiner als die in der Injektionslésung noch vorhan- 
denen aktiven Restmengen, so da von einer Reaktivierung nicht ge- 
sprochen werden kann, obwohl geniigend inaktives Penicillin 
vorhanden war (entspr. etwa 1600—2000 IE Penicillin). Es muB da. 
bei allerdings offen bleiben, ob die ausgeschiedenen Penicillin-Anteile 
tatsichlich dem unveranderten Restpenicillin der Injektionslésung oder 
reaktiviertem Penicillin zuzuordnen sind. Wir haben bei der Zusammen- 
stellung den ersteren Fall angenommen. 

Beim Vergleich der Penicillin-Blutspiegel- und Penicillin-Ausscheidungs- 
kurven sieht man im allgemeinen, da diese in den Fallen einer erfolgten Reakti- 
vierung gestreckter verlaufen bzw. einen Héhepunkt zu einem spateren Zeitpunkte 


4 Wir méchten hier auf die Beobachtung von R. L. Housewright und 
R. J. Henry, J. Bacteriology 53, 241 [1947], aufmerksam machen, die nach 
P-ase Injektion im Serum von Kaninchen eine ,,Anti-Penicillinase’’ nachweisen 


konnten. 
5 Kine Identifizierung dieses bakteriostatisch aktiven Prinzipes als ,,Penicillin“ 


wurde nicht durchgefiihrt. 
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aufweisen als die Kontrollversuche. Dieses Verhalten wiirde sich zwanglos mit ciner 
erfolgenden Reaktivierung in Einklang bringen lassen. 

Bei den Versuchen traten Streuungen in den Reaktivierungsquoten 
auf, die das AusmaB der bei reinen Ausscheidungsversuchen beobach. 
teten Schwankungen weit iibertreffen und einwandfrei auBerhalb der 
Grenzen eines bloBen Versuchsfehlers liegen, so da8 ihnen prinzipielle 
Bedeutung beizumessen ist®, 

Tab. 1 bringt der besseren Ubersicht wezen nur einen Teil unserer Ergebnisse, 
Bei insgesamt 26 Versuchen mit einer Inaktivierungsdauer von 24—28 Stdn. ver. 
teilen sich die beobachteten Reaktivierungen folgendermaBen: 

Keine Reaktivierung 0 Versuche 
0,2—1,0% Reaktivierung 

1,0—5,0% $5 

5,0—20% os 

iiber 20% x 4 35 

Diese Streuungen beruhen wahrscheinlich nicht auf Unterschieden in der 
,-Reaktivierungs-Bereitschaft’* des Organismus. Wir méchten vielmehr annehmen, 
daB die Ursachen in der Inaktivierung liegen, daf also die injizierten Lésungen 
,inaktives Penicillin‘ verschiedener Art enthielten. Unter ,,inaktivem Penicillin“ 
hat man bisher generell alle seine Umwandlungs- und Spaltprodukte zu verstehen, 
die einem Testerreger gegeniiber gleich unspezifisch und nicht naher differenzierbar 
ihre bakteriostatischen Eigenschaften verloren haben. 

Die Ergebnisse von Perault’ der aus Bac. subtilis ein ,,Antipenicillin“ ge. 
wann, das kein Enzym ist und sich von ,,Penicillinase“ scharf unterscheidet*, ver. 
dienen entschieden Beachtung. Es kénnte ohne weiteres méglich sein, daB die von 
den verschiedenen Bakterien sezernierten, Penicillin inaktivierenden Stoffe, in 
verschiedenen Richtungen wirken, obwohl sie bisher alle generell als ,, Penicillinase* 
bezeichnet werden. 

Als Endprodukt der Penicillin-Inaktivierung durch P-ase wird allgemein die 
Penicilloinséiure angegeben. Henry und Mitarbt.® erhielten die Penicilloin- 
sdure durch die von ihnen verwendete P-ase aus allen vier Penicillinen (mittels der 
manometrischen Methode nachgewiesen) in nahezu theoretischer Ausbeute’. 

Die Annahme verschiedener Inaktivierungs-Mechanismen durch _,,Penicilli- 
nase“ wiirde die Deutung der erwahnten Streuungen erleichtern, kann aber auf 
unsere Versuchsserie keine Anwendung finden, ‘da alle Inaktivierungen mit dem 
gleichen P-ase-Priparat durchgefiihrt wurden. 

Die Beobachtung, daB bei kiirzeren Inaktivierungszeiten keine Reaktivierung 
durch den Organismus erfolgte, obwohl bereits geniigende Mengen ,,inaktivierten* 
Penicillins vorlagen, 148t vermuten, daB bei der P-ase-Inaktivierung Zwischenvor- 
gainge ablaufen, die noch nicht niher bekannt und daher nicht zu steuern sind. 
Wenn man nun annehmen will, da8 der Organismus nur in der Lage ist, eine be- 


6 Ahnlich liegen die Verhiltnisse bei durch Leber inaktiviertem Penicillin. 

7 R. Pérault, C. R. Soc. Biol. Filiales Associées 189, 618 [1945]. 

8 Das Antipenicillin ist z. B. hitzestabil, waihrend fiir P-ase Inaktivierungs- 
temperaturen von + 46° (R. J. Henry u. Mitarbt., J. biol. Chemistry 167, 559 
[1947]) und + 65° (R. Pérault, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales Associées 139, 
581 [1945]) angegeben werden. Das von uns verwendete P-ase-Praparat behielt 
bei der Hitze-Inaktivierung etwa 20% seiner Wirksamkeit. (Das Penicillin zer- 
stérende Prinzip der Leber verlor durch 5—10 Min. langes Kochen seine Wirkung 
in sehr starkem MaBe’*.) 

® Wenn der Abbau des Penicillins durch das von uns verwendete P-ase-Pri- 
parat bis zur Penicilloinsiure gegangen wire (was wir nicht bewiesen haben!) miiBte 
der Kaninchen-Organismus in der Lage sein, den $-Lactam-RingschluB8 zu voll- 
ziehen. Auf den Mechanismus der Penicillinspaltung durch Leber kénnten dann 
entsprechende Riickschliisse gezogen werden. 
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stimmte Form des ,,inaktiven Penicillins‘‘ zu reaktivieren und-diese Form, von 
noch unbekannten Bedingungen abhingig, in verschiedener Menge entsteht, wire 
damit eine Erklarungsméglichkeit fiir die erwahnten Unterschiede gegeben. 

Wie sich die einzelnen Penicilline gegen P-ase-Inaktivierung und -Reakti- 
yierung durch den Kaninchenorganismus verhalten, konnten wir mangels reiner 
Testsubstanzen nicht feststellen. Von dem fiir die ganze Versuchsserie gleichen 
Penicillinpraparat kénnen wir nur angeben, daB es etwa 500 IE/mg enthielt. Aus 
chemotherapeutischen Vergleichsversuchen war abzuleiten, daB der Gehalt an 
Penicillin IV (K) nur gering sein konnte. Uber den Gehalt an anderen Penicillinen 
bzw. deren Verteilung kénnen keine naheren Angaben gemacht werden!®. 

In unserer ersten Arbeit erwaihnten wir, daB es uns nicht gelungen 
sei, mittels kiinstlicher Nierendurchstrémung durch Leber inaktiviertes 
Penicillin in gr6Beren Mengen zu reaktivieren. Bei Wiederholung der 
Versuche mit durch P-ase inaktiviertem Penicillin konnten wir in der 
Spiilfliissigkeit starke bakteriostatische Wirkungen nachweisen. Damit 
wire die bereits angedeutete Moéglichkeit, die Niere als Ort der Reakti- 
vierung anzunehmen®, bewiesen. Es gelang aber nicht, den Versuch mit 
diesen stark positiven Resultaten zu reproduzieren. Wir geben an- 
schlieBend den Protokollauszug wieder: 

Vers. 246. 7 ccm Penicillin-Ca-Lésung mit 310 IE/cem (2170 IE insge- 
samt) wurden mit 0,5 com Penicillinaselésung (ca. 50 P-aseEinheiten) 61/, Stdn. 
bei 37° bebriitet. Das Restpenicillin betrug 42 IE/ccm (315 IE insgesamt). 
Nach zweimaliger Nierenpassage und Nachspiilung mit physiologischer Koch- 
salzlésung fanden wir in zwei getrennt aufgefangenen Fliissigkeitsmengen 
2200 und 295 IE. Die Gesamtmenge des nach Nierenpassage vorliegenden 
bakteriostatisch aktiven Prinzips betrug 2495 IE gegeniiber 315 IE vor der 
Nierendurchstrémung, so da eine Reaktivierung um 2180 IE stattgefunden 
hat". 

Die Untersuchungen werden fortgesetzt. 


Beschreibung der Versuche 
Methodik 


Als Versuchstier diente ausschlieBlich das Kaninchen. Die Penicillinbestim- 
mungen wurden nach der von uns bereits angegebenen Methode durchgefiihrt’. 
Die Blutentnahme erfolgte aus der Ohrvene. Bei vollstandig rasiertem Ohr geniigte 
das Abreiben der Umgebung der Einstichstelle mit Ather véllig, um Test-Infek- 
tionen zu vermeiden. Die Spitze der Priipariernadel, mit der das GefaiB angestochen 
wurde, behandelten wir mit einem atherfeuchten Wattebausch. Die Harnentnahme 
erfolgte durch sterile Katheterisierung. 

Die zur Inaktivierung verwendete P-ase wurde selbst gewonnen. Sie gelangte 
als sterile, eingestellte und in Ampullen abgefiillte Lésung.zur Verwendung. Die 
Penicillin-Proben wurden zunichst getestet, die P-ase zugegeben und. bei 37° be- 
briitet. AnschlieBend wurde das Restpenicillin durch nochmaligen Test bestimmt 
und die Lésung dem Versuchstier i. v. gespritzt. Fiir den Normalansatz verwen- 
deten wir zur Inaktivierung von 1000 IE Penicillin etwa 20 P-ase Einheiten. Bei 


10 Das Penicillin-Praparat stammte aus der Herstellung der ehemaligen Les - 
sing-Chemie G.m. b. H., Erfurt. 

1 Da der Penicillingehalt in der Durchstrémungsfliissigkeit gréfBer ist als in 
der Ausgangslésung, ware evtl. anzunehmen, daf in der Probe schon vor der Inakti- 
vierung inaktives Penicillin vorgelegen hat, das bei der Durchstrémung mitreakti- 
viert wurde. 

Die Methodik war die gleiche, wie wir sie bereits beschrieben haben. 





22 Schicksal des Penicillins im Organismus II _Bd. 285 (1950) 


den Versuchen mit kiirzerer Bebriitungsdauer wurde der dreifache UberschuB der 
sonst angewandten P-ase zu gegeben. Die Inaktivierungen fielen trotz Verwendung 
des gleichen P-ase-Priaparates und tunlichst gleicher Versuchsbedingungen nicht 
immer gleichmaBig aus. 


Darstellung der Penicillinase! 


©" Morgan und Campbell gewannen ihre hochaktiven Praparate aus Bacillus 
cereus NRRL'569. Mit gutem Erfolge verwendete Henneberg" Stimme von Bac. 
terium fluorescens. Wir haben unsere P-ase durch submerse Kultur eines nicht niher 
bestimmten sporenbildenden Stiibchens gewonnen. Das Bacterium trat bei uns 
verschiedentlich als Testinfektion auf und diirfte in die Gruppe mesentericus-subtilis 
gehéren. Als Nahrboden diente Peptonwasser mit 1% technischer Glucose und 1%, 
Frischhefe entsprechender Hefeabkochung. Als GargefiBe verwendeten wir Erlen. 
meyerkolben von 300 ccm, die je 50 ccm "Nahrlésung enthielten. Die Sterilisation 
erfolgte im Dampftopf. Als Girtemperatur wihlten wir + 26°. Das Optimum der 
Penicillinase-Bildung lag zwischen dem 10. und 12. Tag. AnschlieBend_erfolgte 
stets ein ziemlich rascher Titersturz (Abb. 1). Die Schiittelkulturen ergaben gegen- 
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Abb. 1. Penicillinase-Bildung. Abb. 2. Haltbarkeit steriler Penicil- 
submers, ---- Oberfliche linase-Lésungen. ---- bei + 37°, 
—— bei + 3°, 
eingefroren 


itiber der Oberflichenkultur wesentlich bessere Ausbeuten. Das verwendete Bak- 
terium zeigte starke zeitliche Schwankungen seines P-ase - Bildungsvermégens. 

Wir haben auf die verschiedenen teils recht komplizierten Reinigungsmethoden 
verzichtet und uns darauf beschriankt, das getestete Kulturfiltrat nach Vorfiltration 
iiber Papier durch ein Berkefeldfilter zu filtrieren, einzustellen und in Ampullen 
abzufiillen. Bei Aufbewahrung bei Temperaturen von + 2 bis + 5° zeigte das Pri- 
parat einen praktisch monatelang gleichbleibenden Titer. Eingefrorene und bei 
— 20° aufbewahrte Proben verloren sehr rasch ihre Wirksamkeit, ebenso solche, 

















12 Da wir dem Inaktivierungsvorgang fiir den Ausfall der Versuche gréBere 
Bedeutung beimessen und dieser von der Art der P-ase stirker abhingig sein kann, 
geben wir Darstellung und Eigenschaften unseres P-ase-Priparates kurz wieder. 

Die Versuche wurden mit Frl. Irmgard Weidner durchgefiihrt. 

18 J. F.Morgan u. M.E.Campbell, J. biol. Chemistry 169, 337 [1947]. 

14 G. Henneberg, Einfiihrung in die bakteriologische Untersuchungstechnik 
zur Penicillintherapie, Fischer Jena 1947. 
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die bei +- 37° gelagert wurden (Abb. 2). Durch 10 Min. langes Erhitzen gingen etwa 
80% der Aktivitat verloren. Die restlichen 20% konnten aber auch durch 2-stdg. 
Kochen oder 1-stdg. Erhitzen im Autoklaven nicht zerstért werden. 


Bestimmung der Penicillinase 


Morgan und Campbell! driicken die P-ase-Wirkung in ,,Verdiinnungs- 
einheiten aus. Sie verstehen darunter den Verdiinnungsgrad des Praparates der 
nach dem Ringtest (,,cup-plate assay‘) innerhalb einer Stunde bei 37° eine Penicil- 
lineinheit um die Halfte inaktiviert. Der Réhrchen-Verdiinnungstest wird als un- 
geeignet abgelehnt. Wir haben jedoch den Eindruck gewonnen, daB dieser leicht 
und einfach zu handhabende Test villig ausreicht. Als ,,P-ase-Einheit“ (PaE) 
wahlten wir den reziproken Wert der Verdiinnung die 5 ccm einer wissrigen Peni- 
cillin-Ca-Lésung mit 10 IE/ccm bei py 7 in 5 Stdn. vollstandig inaktiviert. 


Zusammenfassung 


Durch Penicillinase inaktiviertes Penicillin wurde nach i. v. In- 
jektion mit dem Harn der Versuchskaninchen in einer beobachteten 
Héchstmenge von 57,8% des urspriinglich vorhandenen Penicillins in 
reaktivierter Form ausgeschieden. 


Uber die enzymatische Synthese von Peptidbindungen 
Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz* und Karl Kiihn 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. September 1949) 


Die zuerst an den fett- und den kohlenhydratspaltenden Enzymen gewonnene 
Erfahrung, daB die Hydrolyse wie die Synthese der Substrate durch die namlichen 
Enzyme bewirkt wird, hat auch bei den proteolytischen Enzymen den Versuch 
nahegelegt, eine synthetische Bildung von Peptidbindungen durch Einwirkung 
von Enzymen auf Gemische von EiweiSspaltprodukten zu erzielen; hierher ge- 
héren die zahlreichen, meist alteren Angaben iiber die Abscheidung unléslicher 
Produkte bei der Einwirkung von Pepsin oder auch von Papain auf partielle enzy- 
matische EiweiBhydrolysate, der sogen. ,,Plasteine“1, die man als resynthetisiertes 
Eiweif ansprach. Unter dem EinfluB der Vorstellung?, daB die Richtung des intra- 
zelluliren KiweiBumsatzes durch das Oxydo-Reduktions-Potential bestimmt werde, 
da8 er durch Reduktionsmittel im Sinne der Hydrolyse, durch Oxydationsmittel 
in dem der Synthese gesteuert werde, hat man dann weiterhin iiber eine enzyma- 
tische Bildung eiweifahnlicher Produkte durch Papain oder Kathepsin bei der 
Oxydation oder der Durchliiftung von Hydrolysengemischen berichtet*. Allein 


* Miinchen 23, Kraepelinstr. 2. 

1 Siehe dazu z. B. A. E. Taylor, J. biol. Chemistry 3, 87 [1907]; T. B. Ro- 
bertson, ebenda 8, 94 [1907]; V. Henriques u. J. K. Gjaldbaek, diese Z. 71, 
485 [1911]; 81, 439 [1912]; 88, 83 [1913]; E. Abderhalden, Fermentforsch. 1, 47 
[1914]; H. Wasteneys u. H. Borsook, Physiol. Rev. 10, 110 [1930]. 

2 Vgl. E. Waldschmidt-Leitz u. Mitarb., Naturwiss. 17, 85 [1928/29]; 
diese Z. 214, 75 [1932/33]; K. Mothes, Naturwiss. 20, 102 [1932]; 21, 883 [1933]. 

3C, Voegtlinu. Mitarb., U. S. Health Reports 47 (13), 711 [1932]; J. Phar- 
macol. exp. Therapeut. 48, 241 [1933]; M. E. Maver u. Mitarb., Nat. Inst. Health 
Bull. Nr. 164, 29 [1935]; Enzymologia 6, 219 [1939]. 
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die Deutung der beobachteten Verinderungen als einer Synthese hat sich als irrig 
erwiesen: unter dem Einflu8 oxydierender Agenzien erfolgt, wie man gefunden hat, 
keine Synthese von Peptidbindungen, nur die Verkniipfung sulfhydrylhaltiger 
Spaltstiicke durch Bildung von Disulfidbriicken; auch die ,,Plastein“-Bildung ist 
nicht auf eine Synthese von Eiweif, sondern auf die Bildung niedrigmolekularer, 
cyclischer Komplexe zuriickzufiihren 5, 

In den Bemiihungen um die Durchfiihrung einer enzymatischen 
Synthese von Peptidbindungen verdankt man entscheidende Fortschritte 
den Untersuchungen von M. Bergmann und seiner Schule®. Ausgehend 
von der Erfahrung, daB die hydrolytische Wirkung der eigentlichen 
Proteinasen wie Pepsin, Trypsin, Chymotrypsin oder Papain im Innern 
der Peptidketten einsetzt, daB sie in der Regel durch die Nachbarschaft 
freier, endstandiger Amino- oder Carboxylgruppen gestért wird, konnten 
sie eine enzymatische Synthese von Peptidbindungen aus acylierten 
Aminosaéuren oder Peptiden einerseits und aus Anilin oder Phenyl. 
hydrazin, auch gewissen Aminosiureamiden andererseits mit Papain, 
bzw. Chymotrypsin erreichen. Ein einfaches Beispiel einer solchen Syn- 
these stellt die des Hippursiureanilids aus Hippurséure und Anilin durch 
Papain dar. 

Es ist besonders bemerkenswert, da nach Bergmann die mit den 
verschiedenen Enzymen beobachteten Synthesen unter den namlichen 
Bedingungen des fu, der Temperatur, der Konzentration und insbe- 
sondere der Aktivierung erfolgen wie deren hydrolytische Wirkungen; 
Hippuryl-anilid z. B. wird unter den gleichen Bedingungen durch akti- 
viertes Papain synthetisiert, unter denen andererseits eine vollstandige 
Hydrolyse von Hippuryl-amid beobachtet wird. Auch die Synthese von 
Peptidbindungen durch die intrazelluliren Enzyme Papain und Ka- 
thepsin erfolgt also wie die Hydrolyse nur nach deren Aktivierung, z. B. 
durch Sulfhydryl; die Vorstellung, es werde die Synthese von Peptid- 
bindungen durch Oxydationsmittel begiinstigt, erscheint damit als wider- 
legt. 

. Die Frage, welche Bedingungen eigentlich fiir die Richtung der 
enzymatischen Reaktion, im Sinne der Synthese oder der Hydrolyse, 
bestimmend sind, ist bisher mit dem Hinweis z. B. auf die geringere 
Léslichkeit des Hippursiure-anilids gegeniiber der des Amids, also auf 
das Vorliegen von Gleichgewichtsreaktionen’, nur gestreift, aber nicht 
naher untersucht worden; zu ihrer Beantwortung unternehmen wir einen 
ersten Versuch. 


4 H.H. Strain u. K. Linderstrém-Lang, Enzymologia 5, 86 [1938]; 
H. H. Strain, ebenda 7, 133 [1939]; K. Linderstrém-Lang u. G. Johansen, 
ebenda 7, 239 [1939]. 

5 A.I. Virtanen u. H. K. Kukkonen, Nature [London] 161, 888 [1948]. 

6M. Bergmann u. Mitarb., J. biol. Chemistry 119, 707 [1937]; 124, 1, 7, 
321 [1938]; 129, 587 [1939]; J.S.Fruton u. Mitarb., ebenda 188, 703 [1940]; 
E. L. Bennett u. C. Niemann, J. Amer. chem. Soc. 70, 2610 [1948]. 

7 Vgl. dazu J. S. Fruton, Cold Spring Harbor Symposia Quant. Biol. 6, 50 
[1936]; J. P. Greenstein in C. L.A. Schmidt, The Chemistry of the Amino 
Acids and Proteins, Baltimore und Springfield 1945, S. 1080, und zwar S. 1083ff. 
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Es bestitigt sich in unseren Versuchen, die sich auf Papain als 

Katalysator beschrinken, daB es zu einer synthetischen Wirkung durch 
das Enzym in jedem Falle, bei den verschiedensten Substraten, seiner 
Aktivierung durch Sulfhydrylverbindungen wie Cystein, durch Blausiure 
oder Schwefelwasserstoff bedarf; auch erfihrt die Aktivitét des durch 
Sulfhydryl aktivierten Papains wahrend langer Versuchszeiten in Gegen- 
wart von Luftsauerstoff mit der Oxydation des Sulfhydryls eine Abnahme 
und die Synthese kommt zum Stillstand, so daB ein ungestérter Reak- 
tionsablauf nur bei Ausschlu8 von Sauerstoff zu beobachten ist. Auch 
eine Reaktionskoppelung zwischen Sulfhydryloxydation und Synthese, 
die aus energetischen Griinden® an sich denkbar wire, besteht demnach 
nicht. i 
Synthese wie Hydrolyse ein- und desselben Substrats, des Hippuryl- 
anilids, folgen vielmehr, wie sich zeigen laBt, allein dem Massenwirkungs- 
gesetz. Die Geschwindigkeit beispielsweise der synthetischen Reaktion 
nimmt mit steigender Anilinkonzentration zu, auch ]aBt sich von beiden 
Seiten das nimliche Gleichgewicht erreichen, das bei Anwendung Aqui- 
molekularer Mengen etwa 94°% Synthese bzw. 6% Hydrolyse ent- 
spricht. 
. Fiir die Tatsache, daB, wie wir bestitigen kénnen, keine enzyma- 
tische Synthese des Hippuryl-amids aus Hippursiure und’ Ammoniak 
zu beobachten ist, das Amid vielmehr durch Papain rasch und voll- 
stindig hydrolysiert wird, waihrend fiir das Anilid das Gleichgewicht 
weitgehender Synthese entspricht, kénnte man allein in der geringeren 
Léslichkeit des Anilids, also mit einer hier laufend erfolgenden Ver- 
schiebung des Gleichgewichts infolge Abscheidung des synthetischen 
Produkts, eine Erklirung suchen. Zur Klarung der Frage, inwieweit 
solche Effekte oder inwieweit andere Ursachen fiir das Uberwiegen einer 
synthetischen oder einer hydrolytischen Reaktion bestimmend sind, 
haben wir eine gréBere Anzahl substituierter Aniline und anderer Amine 
auf ihre Eignung zur enzymatischen Kupplung mit Hippursiure ge- 
priift; die Ergebnisse dieser Versuche zeigt Tab. 1. 

Die Betrachtung der in der Tabelle verzeichneten Befunde lehrt 
zunichst, daB sterische Einfliisse auf die Eignung fiir die Synthese nur 
bei gewissen, aber nicht bei allen o-Derivaten des Anilins sich geltend 


8 Nach H. Borsook u. J. W. Dubnoff, J. biol. Chemistry 132, 307 [1940], 
soll fiir die Bildung eines Dipeptids aus den Aminosaure-Zwitterionen ein Energie- 
betrag von etwa 3000 Kalorien erforderlich sein; demgegeniiber erscheinen z. B. 
die Bildung eines Hexapeptids aus 2 Tripeptiden oder die des Hippursaureanilids 
infolge des geringeren, fiir die Protonibertragung erforderlichen Energiebetrags 
als exotherme Reaktionen. Vgl. dazu ferner die Beobachtungen iiber die Abhingig- 
keit der enzymatischen Synthese von Glutamin (J. F. Speck, J. biol. Chemistry 
168, 403 [1947]; W.H. Elliott, Nature [London] 161, 128 [1948]) und von 
p-Aminohippursdure (P. P. Cohen u. R. W. McGilvery, J. biol. Chemistry 171, 
89 [1947]) wie auch der intrazelluliren EiweiBsynthese (I. D. Frantz u. Mitarb., 
J. biol. Chemistry 174, 773 [1948]; K. Bloch, ebenda 179, 1245 [1949]) von der 
— Spaltung von Adenosintripbosphorsaure als energieliefernder Re- 
aktion. 
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Tab.1. Synthese von Amiden der Hippurséure durch Papain 
(Aquimolekulare Mengen von Hippurséure und Amin) 
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machen: o-Toluidin findet man weit weniger reaktionsfihig als das 
m- und -Derivat, o-Anisidin sehr viel langsamer reagierend als #. 
Phenetidin, o-Aminobenzoesiure wird zum Unterschied vom #-Derivat 
tiberhaupt nicht gekuppelt; bei den Aminophenolen und den Phenylen- 
diaminen ist indessen eine Sonderstellung der o-Derivate nicht zu be- 
merken, wenn man davon absieht, da bei den letzteren, wie die Analyse 
der synthetischen Produkte gezeigt hat, das o-Derivat nur einen, m- wie 
p-Phenylendiamin dagegen zwei Hippursiurereste aufnimmt. 

Der negative Ausfall des Syntheseversuchs mit N-Methyl-anilin als 
Komponente deutet ferner darauf hin, daB die Gegenwart einer freien 
Aminogruppe fiir die enzymatische Reaktion erforderlich ist. 

Auch die Schwerléslickkeit oder Unldslichkeit der synthetischen 
Reaktionsprodukte und der Einflu8 dieser Eigenschaft auf das Gleich- 
gewicht ist offenbar nicht der allein bestimmende Faktor fiir das Ein- 
treten oder die Geschwindigkeit einer Synthese. Zwar kénnte man die 
beim Vergleich des Anilins mit den als Hippursiurederivate etwas lés- 
licheren Phenylendiaminen und den noch starker léslichen Amino- 
phenolen zu beobachtenden Unterschiede der Reaktionsgeschwindig- 
keit auf diesen EinfluB zuriickfiihren; aber diese Erklirung versagt in 
vielen anderen Fallen, beispielsweise fiir Anilin, m-Toluidin oder p-Phene- 
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tidin einerseits und Benzylamin oder Cyclohexylamin andererseits, von 
welchen die ersteren leicht, die letzteren gar nicht gekuppelt werden, 
obwohl man ihre Hippursiurederivate alle praktisch unléslich findet. 

Eine allgemeinere Bedeutung fiir die Eignung eines Amins zur 
Synthese scheint dagegen der Basizitét seiner Aminogruppe zuzukom- 
men, wenigstens soweit die bisher vorliegenden Beispiele eine solche 
Feststellung zulassen. Der Befund beispielsweise, daS Ammoniak® und 
aliphatische Amine wie Benzylamin!® oder Cyclohexylamin, mit einer 
basischen Dissoziationskonstanten von etwa 10-5, oder «-Amino-pyri- 
din" mit einer solchen von etwa 10-? gar nicht, die schwacher basischen 
aromatischen Amine wie das Anilin!2, mit Dissoziationskonstanten um 
10-® bis 10-1°, dagegen sehr gut reagieren, scheint uns darauf hinzu- 
deuten, daB Dissoziationskonstanten dieser GréBenordnung fiir die 
Aminogruppe der fiir das Eintreten einer Synthese geeigneten Basizitat 
entsprechen?*, Ob diese Deutung zutrifft, wird noch an einer umfang- 
reicheren Auswahl von Beispielen zu erharten sein. 

Fir die Reaktionsfaihigkeit nicht nur der Aminogruppe, sondern 
ahnlich auch fiir die der Carboxylgruppe in Aminosiuren und Peptiden, 
fir ihre Bereitschaft zur Synthese, sollte es allgemein von Einflu8 sein, 
ob sie in freier Form oder aber ob sie durch Salzbildung, z. B. auch 
durch innere Salzbildung veriindert vorliegen. Es ist denkbar, daB 
das Gleichgewicht der enzymatischen Reaktion zwischen Peptiden und 
Aminosiuren vor allem deshalb bei totaler Hydrolyse der Peptide ge- 
funden wird, weil unter den gegebenen Bedingungen des fx die als 
Spaltprodukte gebildeten Aminosiuren durch Salzbildung abgefangen 
werden. Die natiirliche Synthese von Peptiden und Proteinen voll- 
zieht sich nach den bisherigen Beobachtungen* in der Zelle am Kon- 
takt mit Nucleinsiure, wie man annimmt , unter dem ordnenden Ein- 
flu8 dort gegebener polarer Ladungsmuster. Die polare Fixierung 
zweier als Reaktionspartner zur Synthese bestimmter Aminosiuren, mit- 
tels ihrer Amino- bzw. ihrer Carboxylgruppe, kénnte zugleich eine Akti- 
vierung der korrespondierenden Gruppe in beiden, der Carboxyl-, bzw. 
der Aminogruppe, auslésen als die notwendige Voraussetzung fiir ihre 
enzymatische Vereinigung zum Peptid. 


® Vgl. Landolt-Bérnstein, 5. Aufl., Bd. II, S. 1122 [1923]. 

10 G, Bredig, Z. physik. Chem. 18, 306 [1894]. 

11H. Tropsch, Mh. Chem. 35, 777 [1914]. 

2 R. Léwenherz, Z. physik. Chem. 25, 394 [1898]. 

13 Vel. dazu die Angaben iiber die Dissoziationskonstanten der «-Amino- 
gruppen in den natiirlichen Aminoséuren, welche zwischen 10-® und 10~-!° 
liegen, z. B. bei D. M. Greenberg in C. L.A. Schmidt, The Chemistry of the 
Amino Acids and Proteins, Baltimore 1938, und zwar S. 615. Vgl. ferner die Be- 
merkungen in FuBnote 8. 

14. Vg). T. Caspersson, Skand. Arch. Physiol. 78, Suppl. Nr. 8 [1936]; Natur- 
wiss. 24, 108 {1936 |; 29, 33 [1941]. 

15 Siehe dazu H. Friedrich-Freksa, Naturwiss. 28, 376 [1940]. 
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Beschreibung der Versuche 


1, Papainaktivierung durch Sulfhydryl und synthet. Wirkung 


Die Notwendigkeit einer Aktivierung des Papains durch Sulfhydrylverbin. 
dungen bzw. durch Blausaure auch fiir die synthetischen Wirkungen des Enzyms 
ist bereits von M. Bergmann und H. Fraenkel-Conrat?* beschrieben worden, 
Diese Aussage lé8t sich in unseren Versuchen bestatigen und erweitern durch den 
Befund, da es gelingt, mit einer fiir die Vollaktivierung des Papainpraparates 
ausreichenden Menge an Cystein, ohne gréferen Uberschu8 desselben, auch bei 
langerer Versuchsdauer einen ungestérten Verlauf der Synthese z. B. von Hippuryl- 
anilid zu beobachten!’, sofern man dafiir Sorge trigt, eine Oxydation des Sulf. 
hydryls zu vermeiden, die Versuche beispielsweise unter LuftausschluB, in Stick. 
stoffatmosphare ausfiihrt; andernfalls kommt mit dem Verschwinden des Sulf- 
hydryls durch Oxydation die Synthese nach kiirzerer oder langerer Zeit, je nach 
der angewandten Cysteinmenge, zum Stillstand. Bei LuftausschluB verlauft die 
Synthese, wie besondere, hier nicht angefiihrte Versuche erwiesen haben, ohne 
Schwund an Sulfhydryl, es besteht also auch nicht etwa eine Reaktionskoppelung 
zwischen der Synthese und einem energieliefernden Oxydationsvorgang. 


Tab. 2. Synthese von Hippurylanilid durch Papain und Cysteinmenge 





Unter Luftzutritt In Stickstoffatmosphire 
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Die Versuche tiber den Reaktionsverlauf der Synthese von Hippurylanilid 
durch sulfhydrylaktiviertes Papain, unter Luftzutritt und in Stickstoffatmosphare, 
zeigt Tab. 2; sie wurden, wie folgt ausgefiihrt: 

Ansatz: 15,0 ccm einer Hippursiéure und Anilin im mol. Verhialtnis 1 : 2 ent- 
haltenden Lésung (bereitet aus 3,23 g Hippursiiure + 3,54 ccm Anilin + 55 ccm 
0,l-m. Citratpuffer von pq 5,0 und mit Wasser auf 100 ccm verdiinnt), 5,20 ccm 
Papainlésung (112,5 mg Papain-Merck, enthaltend 70 Papain-Einheiten, in 
12,5 com 0,05-m. Citratpuffer von pg 5,0 gelést und filtriert) und 0,72 bzw. 2,16 
bzw. 5,20 ccm Cysteinlésung (0,540 g Cystein-HCl-H,O mit Lauge und Brom- 
thymolblau als Indikator zu pq 7 neutralisiert und mit Wasser auf 18,0 ccm ver- 


16 J. biol. Chemistry 119, 707 [1937]. 
17 Kontrollversuche ohne Zusatz von Cystein bzw. ohne Papain ergaben 
keine meBbare Synthese. 
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diinnt, 1 ccm enthaltend 30 mg Cystein) wurden mit Wasser auf 27,0 ccm verdiinnt 
(25,0 ccm, enthaltend 20 bzw. 60 bzw. 150 mg Cystein). Proben von 5,0 ccm des 
Ansatzes wurden mit durch Pyrogallol von Sauerstoff befreitem Stickstoff durch- 
spilt und luftdicht verschlossen in Stickstoffatmosphire bzw. ohne Behandlung 
mit Stickstoff unter Luftzutritt aufbewahrt; 37°; Titration zur Ermittlung der 
Aciditaétsabnahme mit wissriger 0,2-n. NaOH und Phenolphthalein als Indikator 
ausgefiihrt. 
2. Zur Kinetik 


Die Geschwindigkeit der Synthese des Hippurylanilids aus Hippursiure und 
Anilin durch Papain nimmt entsprechend dem Massenwirkungsgesetz mit steigen- 
der Konzentration z. B. des Anilins zu; dies geht aus den Versuchen der Tab. 3 
hervor, in welchen der Reaktionsverlauf der Synthese bei einem molaren Verhiltnis 
von Hippursdure und Anilin wie 1:1, 1:2 und 1: 4 verglichen wird. Weitere Ver- 
suchsreihen, welche in Tab. 4 wiedergegeben werden, dienen der Frage nach der 
Existenz eines Gleichgewichts zwischen enzymatischer Synthese und Hydrolyse 
des Hippurylanilids; sie zeigen, daB die rasch verlaufende Hydrolyse des Hippuryl- 
anilids durch Papain schon bei einer Spaltung von 6% zum Stillstand kommt und 
daB sich andererseits bei der enzymatischen Synthese aus aquimolekularen Mengen 
von Hippursaure und Anilin, wenn auch erst nach einer langeren Versuchsdauer, 
das nimliche Gleichgewicht, entspr. einer Synthese von 94%, erreichen laBt. 


Tab. 3. Synthese von Hippurylanilid bei wechselnder Anilinkonzentration 
Molares Verhiltnis Hippurséure: Anilin 

1:1 1:2 1:4 

Acid.- Synthese Acid.- Synthese Acid.- Synthese 


Abnahme Abnahme “ Abnahme 
cem 0,2-n. cem 0,2-n. % ccm 0,2-n. 











0,18 0,28 ll 
0,36 0,56 22 
0,49 0,75 30 
0,68 1,07 43 
0,85 1,25 50 
1,08 1,50 60 
16 1,35 1,77 71 
23 1,55 : 1,87 75 


(Ansatz: 0,900 g Hippursiure +- 15,0 cem 0,l-m. Citratpuffer von pg 5,0 + 0,49 

baw. 0,98 baw. 1,96 ccm Anilin (= 0,50 bzw. 1,00 bzw. 2,00 g) + 10,0 ccm Papain- 

lésung (wie bei Tab. 2 bereitet) + 100 mg Cystein-HCl-H,0; Gesamtvolumen: 

50,0 ecm; Proben von 5,0 ccm des Ansatzes in Stickstoffatmosphare aufbewahrt, 

wie fiir Tab. 2 beschrieben; 37°; Acidititsabnahme bestimmt mit wiassriger 
0,2-n. NaOH.) 


3. Syntheseversuche mit verschiedenen Aminen™® 

a) N-Methyl-anilin. Von einer Lésung, welche in 25,0 ccm 0,450 g Hippur- 
sure, 0,28 com (= 0,283 g) N-Methyl-anilin (mol. Verhiltnis 1 : 1) sowie 7,50 ccm 
0,l-m. Citratpuffer (pq 5,0), 5,0 com Papainlésung und 35 mg Cystein-HCl -H,O 
enthielt, wurden Proben von 5,0 ccm unter Stickstoff bei 37° aufbewahrt; nach 
8 und nach 30 Tagen war keine meBbare Abnahme der Aciditaét zu beobachten. 
Auch bei einem Versuch mit einem mol. Verhiltnis Hippursiure : V-Methyl-anilin 
wie 1: 2 trat keine Synthese ein. 


18 Zu allen in diesem Abschnitt beschriebenen Versuchen wurden Kontroll- 
versuche sowohl ohne Aktivierung mit Cystein wie ohne Enzym ausgefiihrt; eine 
Synthese war bei diesen in keinem Falle zu beobachten. 
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b) Toluidine. 5,0 ccm einer Lésung, enthaltend in 27,0 cem 0,31 ccm 
(= 0,312 g) o-Toluidin bzw. 0,32 com (= 0,312 g) m-Toluidin bzw. 0,312 g p-Tolui- 
din + 0,486 g Hippursiure + 8,10 ccm 0,l-m. Citratpuffer (pq 5,0) + 5,4 ccm 
Papainlésung + 55 mg Cystein-HCl -H,O, wurden wechselnde Zeiten in Stickstoff. 
atmosphire bei 37° belassen, darauf die Acidititsabnahme durch Titration mit 
0,2-n. methylalkohol. KOH gemessen; die erhaltenen Ergebnisse mit den drei 
isomeren Toluidinen sind in Tab. 5 verzeichnet. 


Tab. 4. Synthese und Hydrolyse von Hippurylanilid 





Synthese Hydrolyse 
Aciditits- Aciditits- 
abnahme zuwachs 
cem 0,2-n. of, ccm 0,05-n. 


Synthese Hydrolyse 





0,56 
0,60 


0,58 





o/ 
/0 
6 
6 

"618 











(Ansatz fir die Synthese: 1,80 g Hippursiiure + 0,98 ccm Anilin (= 1,00 g) ~ 
20,0 com Papainlésung + 30,0 ccm 0,l-m. Citratpuffer von py 5,0 + 250 mg 


Cystein-HCl-H,O; Gesamtvolumen: 100 ccm; Analysenprobe: 5,0 ccm. Ansatz § 


fiir die Hydrolyse: 0,128 g Hippurylanilid -+- 5,0 ccm einer Lésung, welche aus 

6,0 ccm Papainlésung + 9,0 ccm 0,l-m. Citratpuffer (pq 5,0) + 90 mg Cystein- 

HCl-H,O + Wasser vom Gesamtvolumen von 30,0 ccm bereitet war. Beide Ver- 

suchsreihen in Stickstoffatmosphire bei 37° ausgefiihrt, Aciditaét bestimmt mit 
0,2-n. bzw. 0,05-n. methylalkohol. KOH.) 


Tab. 5. Einwirkung von Papain auf Hippursiure und o-, m- und p-Toluidin 





o-Toluidin m-Toluidin p-Toluidin 
Dauer|  Acid.- Acid.- 
Tage Abnahme Synthese Abnahme 

cem 0,2-n. vA ecm 0,2-n. 5 E % 


Synthese id. Synthese 





0,05 2 23 16 
—- —- 44 31 
0,15 6 - — 
— “= y 57 45 
0,25 10 } 67 56 
0,50 20 -— ~- 


Isolierung und Beschreibung der synthet. Produkte: Aus gréBeren 
Versuchsansiatzen, mit 1,80 g Hippursiure und 2,30 ccm o- bzw. m-Toluidin bzw. 
2,30 g p-Toluidin, wurden die unléslich abgeschiedenen Toluidide durch Filtration 
isoliert und bei 100—110° getrocknet; die Ausbeuten an Rohprodukt betrugen 
beim o-Derivat 1,0 g (= 37% d. Th.) nach 40 Tagen, beim.m-Derivat 2,5 g (93% 
d. Th.) nach 26 Tagen und beim p-Derivat 2,3 g (85% d. Th.) nach 39 Tagen. Zur 
Reinigung wurde aus 60-proz. Alkohol umkristallisiert. Die drei Derivate kristalli- 























19 Die Reaktion auf Sulfhydryl mit Nitroprussidnatrium fiel noch stark 
positiv aus. 
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sieren in diinnen, farblosen Nadeln, in der Kalte schwer léslich in allen gebriiuch- 
lichen organischen Solvenzien, leicht léslich in heiSiem Alkohol oder Eisessig. 
Schmp. Hippuryl-o-toluidid: 198—200° (unkorr.) 
Schmp. Hippuryl-m-toluidid: 186° (unkorr.)?° 
Schmp. Hippuryl-p-toluidid: 207—208° (unkorr.)?!. 
C,,H,,0.No. Ber. N 10,44. 
Gef. N 10,39 (Kjeldahl) fiir das o0-Derivat. 
N 10,35 (Kjeldahl) fiir das m-Derivat. 
N 10,51 (Kjeldahl) fiir das p-Derivat. 


c) o- und p-Aminophenol. 5,0 ccm einer Lésung, enthaltend in 27,0 ccm 
0,486 g Hippurséure +- 0,316 g o- bzw. p-Aminophenol + 8,10 ccm 0,l-m. Citrat- 
puffer (py 5,0) + 5,4 ccm Papainlésung -++ 50 mg Cystein-HCl -H,O, wurden in 
Stickstoffatmosphire bei 37° belassen, der Verlauf der Synthese durch Titration 
mit 0,2-n. wassriger Natronlauge und Thymolblau als Indikator gemessen. 


Tab. 6. Einwirkung von Papain auf Hippursiéure und o- und p-Aminophenol 





o-Aminophenol p-Aminophenol 
Dauer | Acid.-Abnahme Synthese Acid.-Abnahme Synthese 


Tage 
ecm 0,2-n. % ccm 0,2-n. wis 





9 


6 0,40 16 14 
10 0,54 22 22 
20 _ — ‘ 37 


30 1,15 46 48 


1 0,18 7 5 
3 














Isolierung und Beschreibung der synthet. Produkte: In gréBeren 
Versuchsansitzen, mit 1,80 g Hippursiure + 1,75 g o-Aminophenol bzw. 2,00 g 
Hippursiure + 1,50 g p-Aminophencl, wurden die abgeschiedenen Produkte der 
Synthese durch Filtrieren und Trocknen isoliert, und zwar in einer Ausbeute von 
1,2 g Rohprodukt (= 48% d. Th.) nach 40 Tagen beim o-Derivat bzw. 1,4 g (47% 
d. Th.) beim p-Derivat; sie wurden durch Lésen in heiBem Eisessig (25 bzw. 40 ccm) 
und Verdiinnen mit Wasser (30 ccm) umkristallisiert und in farblosen Nadeln vom 
Schmp. 199° (unkorr.) fiir das o-Derivat bzw. 232° (unkorr.) fiir das p-Derivat 
erhalten. 

C,5H,,0O;N,. Ber. N 10,37. 

Gef. N 10,40 (Kjeldahl) fiir N-Hippuryl-o-aminophenol. 
N 10,31 (Kjeldahl) fiir N-Hippuryl-p-aminophenol. 

d) o-Anisidin. Versuchsansatz, wie bei den Aminophenolen beschrieben, 
enthaltend in 27,0 ccm 0,486 g Hippursiure + 0,325 ccm o-Anisidin; Titrations- 
probe 5,0 ccm, Titration ausgefiihrt mit 0,2-n. methylalkoh. KOH und Phenol- 
phthalein als Indikator. 

Isolierung und Beschreibung des Hippuryl-o-anisidids: Die aus 
einem Versuchsansatz mit 4,50 g Hippursiéure und 2,75 ccm o-Anisidin nach 50 
Tagen durch Filtration isolierte Menge des auskristallisierten Produkts betrug 
nach dem Trocknen 0,20 g; sie wurden zur Reinigung in heiBem Eisessig gelést und 
durch Zusatz des 5-fachen Volumens Wasser wieder abgeschieden: feine Nadeln 
(1929) Vgl. dazu A. J. Hill u. E. B. Kelsey, J. Amer. chem. Soc. 44, 2366 
21 Das Hippuryl-p-toluidid wurde bereits von Th. Curtius, J. prakt. Chem. 
(2) 52, 257 [1895], beschrieben, indessen ohne Angabe eines Schmelzpunkts. 
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vom Schmp. 119—120° (unkorr.), leicht léslich in hei&em Alkohol und Eisessig 
C,,H,,0;N>. Ber. N 9,86. 
Gef. N 9,96 (Kjeldahl). 


Tab. 7. Einwirkung von Papain auf Hippursiure und o-Anisidin 





Aciditits- 


abnahme Synthese 


o/ 


Dauer 
Tage 


ccm 0,2-n. 
0,06 
0,12 
0,14 
0,17 
0,33 
1,10 

e) p-Phenetidin. Von einer Lésung, welche in 50,0 ccm 0,900 g Hippur. 
saure, 0,736 g p-Phenetidin, 15,0 ccm 0,1 m. Citratpuffer (pH 5,0), 10,0 com Papa. 
inlésung sowie 100 mg Cystein-HCl-H,O enthielt, wurden Proben von 5,0 com 

bei 37° in Stickstoffatmosphire aufbewahrt, die Aciditatsabnahme mittels 0,2-n. 

methylalkoh. KOH gemessen. 


Tab. 8. Einwirkung von Papain auf Hippursiure und p-Phenetidin 


Aciditats- | 














Dauer Synthese 


Tage 


/0 








0,6 16 








1 
2 
3 
5 
6 
10 
15 
30 


Or or @ © 


Isolierung und Beschreibung des Hippuryl-p-phenetidids: Die 
aus einem Ansatz mit 1,80 g Hippursiure und 1,50 g p-Phenetidin nach 60 Tagen 
isolierte Abscheidung betrug nach dem Trocknen 2,6 g (= 96% d. Th.). Das Roh- 
produkt wurde in heiBem Eisessig gelést und durch Zusatz von Wasser in der Kalte 
in farblosen Nadeln vom Schmp. 203° (unkorr.) wieder abgeschieden; sie waren 
leicht léslich in heiBem Alkohol oder Eisessig, schwer léslich dagegen in anderen 
gebrauchlichen organischen Lésungsmitteln. 

C,;H,,0;N>. Ber. N 9,39. 
Gef. N 9,41 (Kjeldahl). 

f) o-Aminobenzoesdure. Proben von 5,0 ccm einer Lésung, welche in 
27,0 ccm 0,260 g Hippursiure, 0,200 g o-Aminobenzoesiure, 8,10 ccm 0,1-m. Citrat- 

uffer (py 5,0), 5,4 com Papainlésung und 50 mg Cystein-HCl. H,0 enthielt, wurden 
i 37° in Stickstoffatmosphire belassen. Auch nach Verlauf von 30 Tagen war 
eine Abnahme der Aciditaét nicht zu beobachten, eine Synthese also nicht erfolgt. 

g) p-Aminobenzoesaure. Von einer Lésung, welche in 50,0 ccm 0,710¢ 
Hippursaure, 0,550 g p-Aminobenzoesiure, 15,0 ccm 0,l-m. Citratpuffer (pq 5,0), 
10,0 ccm Papainlésung sowie 100 mg Cystein-HCl-H,0 enthielt, wurden Proben 
von 5,0 ccm in Stickstoffatmosphire bei 37° aufbewahrt und die eingetretene 
Aciditaétsabnahme nach Zusatz von 50 ccm absol. Alkohol mit 0,2-n. wiassriger 
Natronlauge titriert. 
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Tab. 9. Einwirkung von Papain auf Hippursiure und p-Aminobenzoesiure 





Dauer Aciditate- Synthese 


Tage : of 





3 
6 
10 
17 20 
30 28 


Isolierung und Beschreibung der N-Hippuryl-p-aminobenzoe- 
siure: Das aus einem Ansatz mit 2,50 g Hippurséure und 2,10 g p-Aminobenzoe- 
siure nach 40 Tagen abgeschiedene Produkt wurde nach dem Abfiltrieren zur Ent- 
fernung beigemischter p-Aminobenzoesiure mit verd. Salzsiure und Wasser ge- 
waschen und getrocknet; erhalten 1,4 g (34% d. Th.). Das Rohprodukt wurde zur 
Reinigung in 150 ccm heiBem Alkohol gelést und durch Zugabe von 30 ccm Wasser 
wieder abgeschieden: farblose Nadeln, welche unter Zersetzung bei 274° (unkorr.) 
schmelzen, léslich in heiBem Alkohol. 

CigH,,0,N2. Ber. N 9,43. 
Gef. N 9,46 (Kjeldahl). 


h) Sulfanilséure. Von einer Lésung, welche in 27,0 ccm 0,260 g Hippur- 
siure, 0,250 g Sulfanilsiure, 8,10 ccm 0,l-m. Citratpuffer (pq 5,0), 5,4 com Papain- 
lésung und 50 mg Cystein-HCl-H,O enthielt, wurden Proben von 5,0 ccm in Stick- 
stoffatmosphire bei 37° belassen; auch nach 10 Tagen war keine Acidititsabnahme 
meBbar, eine Kuppelung also nicht eingetreten. 

i) Sulfanilsaureamid. Proben von 5,0 ccm einer Lésung, welche in 50,0 ccm 








0,650 ¢ Hippursiure, 0,650 g Sulfanilsiureamid, 15,0 ccm 0,l-m. Citratpuffer 
(px 5,0), 10,0 com Papainlésung und 100 mg Cystein-HCl-H,O enthielt, wurden 
bei 37° in Stickstoffatmosphare belassen; die Messung der Aciditaétsabnahme er- 
folgte mit 0,2-n. wassriger Natronlauge. , 


Tab. 10. Einwirkung von Papain auf Hippurséure und Sulfanilsiureamid 





— Aciditats- 
abnahme 
Tage | ccm 0,2-n. of 


Synthese 





zs ~ 0,06 3 
5 0,09 5 
10 0,11 6 
30 0,22 12 








Isolierung und Beschreibung des N-Hippuryl-sulfanilsdure- 
amids: Aus einem Ansatz mit 3,25 g Hippurséure und ebensoviel Sulfanilsiure- 
amid wurde das nach 50 Tagen abgeschiedene synthetische Produkt abfiltriert, 
mit heiBem Eisessig ausgelaugt und aus der Eisessiglésung nach dem Einengen 
unter Zusatz von Wasser das N-Hippuryl-sulfanilsiureamid in einer Menge von 
0,2 g in farblosen, glinzenden Schuppen abgeschieden; Schmp. 246—247° (unkorr.), 
leicht léslich in heiBem Eisessig. 

C,;H,;0,N3S8. Ber. N 12,61. 
Gef. N 12,70 (Kjeldahl). 

k) Phenylendiamine. Versuchsansatz: 0,486 g Hippursiiure + 0,314 g 
o-Phenylendiamin bzw. 0,527 g m-Phenylendiamin-dihydrochlorid bzw. 0,417 g 
p-Phenylendiamin-dihydrat, mit 4-n. NaOH und Bromthymolblau als Indikator 
neutralisiert, -- 8,10 ccm 0,l-m. Citratpuffer (pH 5,0) -+- 5,4 ccm Papainlésung +- 
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50 mg Cystein-HCl -H,O, mit Wasser auf 27,0 ccm verdiinnt; Proben von 5,0 cem 
des Ansatzes bei 37° unter Stickstoff aufbewahrt und mit 0,2-n. methylalkoh. KOH 
titriert. 


Tab. 11. Einwirkung von Papain auf Hippursiure und o-, m- und p-Phenylendiamin 





- o-Phenylendiamin m-Phenylendiamin p-Phenylendiamin 
auer Acid.- Acid.- ws Acid.- 
Tage | Abnahme Synthese Abnahme | Synthese] abnahme Synthese 

ecm 0,2-n. ve cem 0,2-n. 3 cem 0,2-n. 





0,10 + 0,08 3 0,12 
0,18 7 0,14 6 0,23 
0,28 11 0,20 8 me 
0,42 17 0,29 12 0,37 
0,67 27 0,54 21 se: 
1,35 54 1,20 48 1,28 




















wo— 
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Isolierung und Beschreibung der V-Hippuryl-phenylendiamine: 
Aus Ansitzen mit 1,80 g Hippursiure und 1,74 g o-Phenylendiamin bzw. 2,50 
m-Phenylendiamin-dihydrochlorid bzw. 2,50 g p-Phenylendiamin-dihydrat wurden 
1,60 g bzw. 0,80 g bzw. 0,70 g abgeschiedenen Rohprodukts isoliert. Wie ‘die Ana- 
lyse der gereinigten Produkte ergab, erfolgte beim o-Derivat die Kuppelung mit 
einem, beim m- und p-Derivat dagegen mit zwei Hippursiureresten. 

N-Hippuryl-o-phenylendiamin: Durch Umkristallisieren aus viel Al- 
kohol gereinigt; farblose, glitzernde Blattchen vom Schmp. 217—219° (unkorr.). 

C,;H,;0.N3. Ber. N 15,61. 
Gef. N 15,60 (Kjeldahl). 

N,N’-Dihippuryl-m-phenylendiamin: Durch Umkristallisieren aus viel 
Alkohol gereinigt; farblose Nadeln vom Schmp. 260—262° (unkorr.), unter Sin- 
tern bei 256°; leicht léslich in heiem Eisessig, maBig léslich in Alkohol, in den 
iibrigen gebriuchlichen Lésungsmitteln schwer }dslich. 

C.,H.O,N,. Ber. N 13,02. 
Gef. N 13,11 (Kjeldahl). 

N,N’-Dihippuryl-p-phenylendiamin: Durch Umkristallisieren aus Ben- 
zylalkohol gereinigt; farblose Nadeln vom Schmp. 326° (unkorr.), unter Sintern 
bei 317°, léslich in heiBem Eisessig und Benzylalkohol, in Alkohol und anderen 
Lésungsmitteln schwer léslich. 

C.4H,.0,N,. Ber. N 13,02. 
Gef. N 12,98 (Kjeldahl). 

1) «-Amino-pyridin. Ansatz: 0,486 g Hippursiure +. 0,260 g «-Amino- 
pyridin + 8,50 ccm 0,l1-m. Citratpuffer (yy 5,0) + 5,5 ccm Papainlésung ++ 50 mg 
Cystein-HCl -H,O, Gesamtvolumen 27,0 ccm; 37°; in Stickstoffatmosphare auf- 
bewahrt. Eine Probe von 5,0 ccm des Ansatzes zeigte auch nach 30 Tagen keine 
Abnahme der Aciditit. 

m) Adenin. Ansatz: 0,537 g Hippursaure -- 0,405 g Adenin (Hoffmann-La 
Roche) + 15,0 cem 0,1-m Citratpuffer (py 5,0) + 10,0 com Papainlésung + 100 mg 
Cystein-HCl -H,0, Gesamtvolumen 50,0 ccm; 37°; in Stickstoffatmosphire auf- 
bewahrt. In einer Probe von 5,0 ccm des Ansatzes war nach 10 und nach 15 Tagen 
keine Aciditétsabnahme mefbar. 

n) Benzylamin. Ansatz: 0,900 g Hippursiure + 0,538 g Benzylamin (= 0,55 
cem) + 15,0 ccm 0,l-m. Citratpuffer (py 5,0) + 10,0 ccm Papainlésung + 100 mg 
Cystein-HCl-H,O, Gesamtvolumen 50,0 com; 37°; in Stickstoffatmosphire auf- 
bewahrt. Eine Probe von 5,0 cem des Ansatzes zeigte nach 10 und nach 16 Tagen 
keine meBbare Abnahme der Aciditat. 

o) Cyclohexylamin. Ansatz: 0,900 g Hippursiure + 0,65 ccm (= 0,530 g) 
Cyclohexylamin (Perhydroanilin) + 15,0 ccm 0,l-m. Citratpuffer (py 5,0) + 10,0 
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ccm Papainlésung + 100 mg Cystein-HCl-H,O, Gesamtvolumen 50,0 ccm; 37°; 
in Stickstoffatmosphire aufbewahrt. In einer Probe von 5,0 ccm des Ansatzes war 
nach 10 Tagen keine Aciditaétsabnahme mefbar. 

p) Ammoniak. Ansatz: 0,700 g Hippursiure -++ 0,37 ccm einer konzentrierten 
Ammoniaklésung (enth. 67 mg NH;) + 10,0 ccm 0,l1-m. Citratpuffer (pH 5,0) +- 
5,0 ccm Papainlésung + 50 mg Cystein-HCl -H,O, Gesamtvolumen 25,0 ccm; 37°; 
in Stickstoffatmosphiare aufbewahrt. Eine Probe von 5,0 ccm des Ansatzes, unter 
Zusatz von 50 ccm absol. Alkohol mit 0,2-n. methylalkoh. KOH und Phenolphtalein 
als Indikator titriert, zeigte auch nach 10 Tagen keine Abnahme der Aciditat. 

Léslichkeitsbestimmungen. Die Léslichkeit einiger Hippurylderivate in 
0,05-n:. Citratpuffer von py 5,0 wurde bei 37° bestimmt: 100 ccm gesittigter Lé- _ 
sung enthielten 0,0 mg Hippuryl-anilid bzw. 5,0 mg Hippuryl-o-phenylendiamin 
bzw. 15,0 mg N-Hippuryl-o- bzw. -:p-aminophenol. 

Hydrolyse von Hippursaéureamiden durch Papain: 

a) Hippuryl-amid. Ansatz: 0,225 g Hippurylamid + 5,0 ccm 0,1-m. Citrat - 
puffer von py 5,0 + 5,0 ccm Papainlésung + 60 mg Cystein-HCl-H,O, Gesamt- 
volumen 25,0 ccm; 37°; Titrationsprobe 5,0 ccm, titriert mit 0,2-n. methylalkoh. 
KOH und Phenolphthalein als Indikator nach Zusatz von 50 ccm absol. Alkohol. 
Der Aciditaétszuwachs betrug nach 1 Tag 1,01 ccm und nach 4 Tagen 1,28 com 
(,2-n., entspr. einer Spaltung von 80 bzw. 100%. 

b) N-Hippuryl-benzylamin. Darstellung: In eine Lésung von 4 g Benzyl- 
amin in trockenem Pyridin wurden unter dauerndem Schiitteln und Kihlen mit 
Wasser allmihlich 5 g Hippurylchlorid eingetragen und die Lésung nach 10-stdg. 
Stehenlassen bei Zimmertemperatur tropfenweise in verd. Schwefelsiure einge- 
tragen; das abgeschiedene, gelblich gefirbte Kuppelungsprodukt wog nach dem 
Abfiltrieren und mehrmaligen Waschen mit Wasser in lufttrockenem Zustand 7 g 
(entspr. einer Ausbeute von 95% d.Th.). Nach zweimaligem Umkristallisieren 
aus verd. Alkohol unter Zusatz von Tierkohle wurden daraus 3,5 g analysenreine 
Substanz gewonnen: farblose Nadeln vom Schmp. 158—159° (unkorr.), in Alkohol 
in der Kilte maBig, in der Warme und ebenso in heiBem Eisessig leicht léslich. 

C,gH,,O.N>. Ber. N 10,44. 
Gef. N 10,53 (Kjeldahl). 

Hydrolyse: Ansatz: 54 mg N-Hippuryl-benzylamin + 3,0 ccm 0,1-m. Citrat- 
puffer (pq 5,0) + 1,0 ccm Papainlésung + 15 mg Cystein-HCl-H,O, Gesamt- 
volumen 5,0 ccm; 37°; die Bestimmung der Aciditaétszunahme nach Zugabe von 
50 ccm absol. Alkohol mit 0,2-n. methylalkoh. KOH und Phenolphthalein als Indi- 
kator ergab nach 2 Tagen 0,12 ccm, nach 7 Tagen 0,26 ccm und nach 17 Tagen 
0,34 cem 0,2-n., entspr. einer Spaltung von 12 bzw. 26 bzw. 34%. 

c) N-Hippuryl-cyclohexylamin. Darstellung: die Kuppelung von 2,5 g 
Cyclohexylamin in 30 ccm Pyridin mit 3,5 g Hippurylchlorid, analog wie fiir die 
Darstellung des N-Hippuryl-benzylamins durchgefiihrt, ergab etwa 5 g Rohprodukt 
(entspr. 95° d. Th.); aus diesen wurden nach zweimaligem Umkristallisieren aus 
verd. Alkohol etwa 3g analysenreine Substanz gewonnen: farblose Nadeln vom 
Schmp. 161—162° (unkorr.), schwer lislich in Wasser, in Alkohol in der Kilte 
maBig, in der Wirme leicht léslich. 

C\sH20.N2. Ber. N 10,76. 
Gef. N 10,82 (Kjeldahl). 

Hydrolyse: Ansatz: 52mg N-Hippuryl-cyclohexylamin + 3,0 cem 0,1-. 
Citratpuffer (py 5,0) + 1,0 com Papainlésung + 15 mg Cystein-HCl -H,O, Gesamt- 
volumen 5,0 ccm; 37°; Titration nach Zugabe von 50 ccm absol. Alkohol, wie unter 
b) beschrieben. Der Aciditatszuwachs betrug nach 2 Tagen 0,09 ccm, nach 7 Tagen 
— —_ und nach 17 Tagen 0,15 ccm 0,2-n., entspr. einer Spaltung von 9 bzw. 15 
bzw. 15%. 
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Uber eine chromatographische Methode zur Charakterisierung 
von Serumeiweib 
Von 
Ulrich Westphal, Peter Gedigk und Franz Meyer 


Aus dem Chemischen Laboratorium der Medizinischen Klinik der Universitit Tibingen 
(Direktor Prof. Dr. H. B einnhold) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Mai 1949) 


LaiBt man einen sauren Farbstoff in wiBriger Lésung iiber eine 
Siule von anionotropem Aluminiumoxyd laufen, so wird er in schmaler 
Zone festgehalten. Wird diese Adsorption in einer serumhaltigen Lésung 
vorgenommen, so wird eine gewisse Menge des Farbstoffes an Protein 
gebunden, und haftet somit nicht am Aluminiumoxyd; die durchlaufende 
Lésung ist tief gefarbt. Es findet eine Konkurrenz zwischen dem Alu- 
miniumoxyd und dem Eiwei8 um den Farbstoff statt, wobei das Pigment 
sich entsprechend der Adsorptionskraft des anionotropen Aluminium. 
oxyds und der Bindungsstiirke des Proteins verteilt. Wie im folgenden 
dargestellt wird, kann dieses Prinzip zu einer einfachen, vergleichsweisen 
Bestimmung der Bindefahigkeit der Serumproteine fiir saure Farbstoffe 
benutzt werden. 

Es wurde zuniachst gepriift, welcher Farbstoff sich fiir diese 
Methodik am besten eignet. Seit dem Ende des vorigen Jahrhunderts 
ist bekannt, daB Proteine sich mit Siuren und Basen in bestimmtem 
Verhiltnis verbinden!. Fiir saure oder basische Farbstoffe gilt dasselbe; 
so werden z. B. saure Farbstoffe in iquivalentem Verhaltnis gebunden, 
und dies Verhiltnis entspricht der Siurebindungskurve der jeweils 
benutzten EiweiBstoffe?. Die maximale Bindung tritt im sauren /- 
Bereich, bei etwa py < 2, ein, wo die Dissoziation der zu adsorbierenden 
Sauren bzw. Farbstoffsiuren vollig zuriickgedringt ist und die basischen 
Gruppen der Proteine maximal dissoziiert sind. Es ist auch schon vor 
langer Zeit festgestellt worden, daB die Proteine des Serums im physio- 
logischen fy-Bereich basische und saure Farbstoffe adsorbieren; 
Bechhold® zeigte das bei seinen Ultrafiltrationsstudien fiir das Me- 
thylenblau, und Friedemann‘ wies auf eine experimentell nachweisbare 
Bindung zwischen Fluorescein und Blutplasma hin. Bennhold® zeigte 
dann in eingehenden Untersuchungen, da die Menge der von den Pro- 
teinen einzelner pathologischer Sera gebundenen Farbstoffe verschieden 


a eet aa 


1§, Bugarszky u. L. Liebermann, Pfliigers Arch. Ges. Physiol. 72, dl 
[1898]. 
2 Vgl. C. L. A. Schmidt, The Chemistry of the Amino Acids and Proteins, 
S. 720ff. 2n4 Edition. C. C. Thomas, Springfield, 1944. 

3 H. Bechhold, Biochem. Z. 6, 379 [1907]. 

4 U. Friedemann in Oppenheimers Handbuch der Biochemie III, 2, S. 282 
[1909]; vgl. J. de Haan u. S. van Creveld, Biochem. Z. 124, 174 [1921]. 

5 H. Bennhold, Z. ges. exp. Med. 49, 71 [1926]; Erg. Inn. Med. 42, 273 
[1932]; H. Bennhold, E. Kylinu. St. Rusznyak, Die Eiwei®k6rper des Blut- 
plasmas, Dresden u. Leipzig 1938 S. 230ff. 
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groB ist und fiir einige Krankheitsprozesse (z. B. Nephrosen) charakte- 
ristische Abweichungen zeigt. Ein ungefahres MaB fiir diese Unterschiede 
fand Ehrstré6m® in dem: Verhalten von mit Kongorot versetzten 
Plasmen gegeniiber Adsorptionskohle; bei normalem Plasma findet nur 
sehr geringe, in pathologischen Fallen mit EiweiB8verinderungen (Ne- 
phrose usw.) dagegen mehr oder weniger stiirkere Entfirbung statt. 
In ahnlicher Weise stellten Gottlieb und Ludwig’? an verschiedenen 
mit Azorubin S versetzten Seren Differenzen in der Entfarbbarkeit 
mit Kohle fest. 

Auf Anregung von Hrn. Prof. H. Bennhold wurde die Adsorptions- 
methodik, die einen Einblick in die Verhaltnisse des ,,Abhangemechanis- 
mus‘ und der Bindefestigkeit durch konkurrierende Adsorption geben 
sollte, niher untersucht. Wir beobachteten, daB auch mit diesem Ver- 
fahren von den Proteinen der EiweiBlésungen wechselnde Mengen an 
Farbstoff gebunden werden, und da& der jeweils verschieden groBe, 
iiberschiissige und locker gebundene Anteil bei der konkurrierenden 
Adsorption vom Aluminiumoxyd festgehalten wird. Um feststellen zu 
kénnen, welche Farbstoffmenge von dem Eiweif unter diesen Bedin- 
gungen maximal gebunden wird, muB der Farbstoff stets in so groBem 
UberschuB zugesetzt werden, daB ein vom Aluminiumoxyd festgehalte- 
ner Ring von freiem Farbstoff die Sattigung der Bindungskapazitit 
anzeigt; die dann mit dem Eiwei8 im Filtrat erscheinende Farbstoff- 
menge gibt ein MaB fiir die GréBe dieser Bindefihigkeit. 

Es wurde eine Reihe saurer Farbstoffe gepriift, die alle aus 
wissriger Lésung von anionotropem Aluminiumoxyd in einer scharfen 
Zone adsorbiert werden: Azorubin, Naphtholgelb, Patentblau V, Eosin, 
Rose Bengale, Kongorot. Aus verschiedenen Griinden erwies sich Azo- 
rubin § (I) als am besten brauchbar; wir verwandten fiir unsere Versuche 
ein Priparat der Firma Hollborn & Séhne, Leipzig, das iiber Phosphor- 
pentoxyd bei 61°/12 mm zur Konstanz getrocknet wurde. Kongorot 
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ergab, auch wenn man sehr hohe Farbstoffkonzentrationen der Eiwei8- 
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| lésung zusetzte, keine Ringbildung, also keine Uberschreitung der Binde- 


fihigkeit; dies entspricht der friiher von Bennhold® in Kataphorese- 
versuchen beobachteten sehr hohen Bindungskapazitit des Serums fiir 
diesen Farbstoff. Patentblau V lieB sich zu leicht eluieren, so daB die 
Farbstoffzone schon mit wenig physiologischer Kochsalzlésung voll- 


8 M. Ch. Ehrstrém, Acta Med. Scand. 90, 427 [1936]. 
7H. Gottlieb u. H. Ludwig, Z. Klin. Med. 181, 358 [1937]. 
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stindig fortgewaschen wurde. Naphtholgelb und Eosin zeigten gute 
Ringbildung, lieBen sich aber nicht so gut kolorimetrieren. 

Als Adsorptionsmittel war anionotropes Aluminiumoxyd am 
besten geeignet. Verschiedene Floridine sowie Carboraffin bewahrten sich 
nicht. Die Verwendung des mit Siiuren vorbehandelten ,,anionotropen‘ 
Aluminiumoxyds ist wohl zuerst von Schwab und Mitarbeitern® 
systematisch zur Trennung anorganischer Anionen beschrieben worden. 
Diese Autoren stellten fest, daB bei der Siurebehandlung des gewohn.- 
lichen Aluminiumoxyds, dessen adsorptionsfihige Stellen Natrium ent- 
halten, das Natriumsalz der einwirkenden Saure entfernt wird, und an 
den Adsorptionszentren die Siureanionen an das Aluminium gebunden 
werden. Diese Anionen lassen sich durch andere Anionen verdrangen, 
die dann ihrerseits am Aluminiumoxyd haften bleiben: Das Aluminium. 
oxyd hat damit in stark erhéhtem Mahe die Fahigkeit zur Bindung 
saurer Stoffe erhalten. Von Kuhn und Th. Wieland’ sowie Turba 
und Richter™ wurde dies Prinzip zur Trennung saurer Aminosauren 
angewendet, und Hesse und Sauter’ haben neuerdings die Adsorp. 
tionverhiltnisse am Aluminiumoxyd bei verschiedenem fq naher unter- 
sucht. _ 

Zur praktischen Durchfiihrung der Bestimmung der Bindefihigkeit 
der Serumproteine fiir den sauren Farbstoff Azorubin gehen wir so vor, 
daB wir eine mit dem Farbstoff versetzte Lésung des EiweiBstoffes in 
Wasser oder verdiinnter Salzlésung iiber eine etwa 2 cm lange Siiule 
anionotropen Aluminiumoxyds laufen lassen (nihere Angaben im Ver- 
suchsteil). Die durchlaufende homogene Azorubin-EiweiBlésung wird, 
ohne daB mit einem Lésungsmittel nachgespiilt wird, im Pulfrich- 
Photometer mit dem Filter S853 kolorimetriert; als Vergleichslésung 
dient eine in gleicher Weise chromatographierte gleichartige Protein. 
lésung, der kein Farbstoff zugesetzt wird. Das Filter S 53 wurde ver- 
wendet, obwohl es nicht im Bereich maximaler Absorption liegt (vgl. 
Abb. 1, S. 39); seine Ablesbarkeit ist jedoch giinstiger als die beim 
Durchlissigkeitsschwerpunkt vom Filter S50 (500 mu). Von jeder zu 
untersuchenden EiweiBlésung werden jeweils 3 Chromatographieansiitze 
hergestellt, die mit verschiedenen Mengen an Azorubin versetzt werden; 
der Farbstoffzusatz ist aber in jedem Fall so groB, daB sich ein deut- 
licher Ring ,,iiberschiissigen“‘ freien Azorubins ausbildet. Der Farbstoff- 
gehalt in den durchlaufenden Lésungen der 3 Proben zeigt gute Uber- 
einstimmung. Zur Ermittlung der Azorubinbindefihigkeit (ABF) eines 
Serums werden zu jeweils 2 ccm Serum 0,5 ccm einer geniigend kon- 
zentrierten (vgl. Versuchsteil) Farbstofflésung in 0,6-proz. Kochsalz- 


8 H. Bennhold, persénl. Mitteilung. 

® G. M. Schwab u. K. Jockers, Angew. Chem. 50, 546 [1937]; G. M. 
Schwab u. G. Dattler, Angew. Chem. 50, 691 [1937]. 

10 R. Kuhn u. Th. Wieland, Ber. dtsch. chem. Ges. 73, 962 [1940]; Th. 
Wieland, diese Z. 273, 24 [1942]; Naturwiss. 30, 374 [1942]. 

11 F, Turba u. M. Richter, Ber. dtsch. chem. Ges. 75, 340 [1942]. 

12 G. Hesse u. O. Sauter, Naturwiss. 34, 250, 251, 277 [1947]. 
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lésung gegeben, so daB das Serum dabei stets im Verhiltnis 4:5 ver- 
diinnt wird. 

Zu dem im Photometer ermittelten Extinktionskoeffizienten wird 
aus einer Eichkurve die Konzentration an Azorubin festgestellt. 
Hierbei ist zu beriicksichtigen, daB der Farbwert saurer und basischer 
Farbstoffe bei der Bindung an Proteine eine Anderung erfahren kann; 
dies haben insbesondere die uns wiihrend unserer Untersuchungen zu- 
ginglich gewordenen Arbeiten von Klotz und Mitarbeitern!* bewiesen. 
Sie zeigten, daB der Extinktionskoeffizient verschiedener saurer Azo- 
farbstoffe durch Zugabe von reinem Rinderserumalbumin zur wiissrigen 
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Abb. 1. Extinktionskurven von 12,5 mg-proz. Azorubinlésungen in eiweiffreiem 
und Serum-Milieu. Messung im Pulfrich-Photometer, auf 1,0 cm-Schichtdecke 
berechnet. --X ---- X -- in m/15- Phosphat py 7,7, —o———o— in 4:5 verdiinntem 
Serum. 

Pigmentlésung erniedrigt wird. Diese Abnahme erfolgte in einer 10-°- 
molaren Farbstofflésung stetig bis zu einer Proteinkonzentration von 
etwa 0,2°/,; weitere Erhéhung der EiweiBkonzentration bis zu 1% er- 
niedrigte die Extinktion nicht weiter. Die so auf spektralem Wege 
ermittelte BindungsgréBe stand in Ubereinstimmung mit der direkt 
durch Dialyse bestimmten Farbstoffbindung. Weiter fanden die ameri- 
kanischen Autoren, daB auch die Wellenlinge maximaler Absorption 
sich indern kann, und zwar je nach der Struktur des Farbstoffes nach 
lingeren oder kiirzeren Wellen, oder auch gar nicht. Mit Gelatine oder 
y-Globulin aus Rinderserum wurde kein Einflu& auf das Spektrum 
beobachtet. 

Auch in unseren Versuchen lieB sich feststellen, daB die Extinktion 
einer wissrigen Azorubinlésung durch Zusatz von Serumeiwei8 ernie- 
drigt wird. Da die Bestimmung der Bindefihigkeit vornehmlich an 


13 I. M. Klotz, F. M. Walker u. R. B. Pivan, J. Amer. chem. Soc. 68, 
1486, 2299 [1946]. 
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Seren erfolgte, wurde einer Farbstofflésung in m/15-Phosphatpuffer 
vom px 7,7 menschliches Serum zugefiigt; es ergab sich dadurch eine 
Abnahme des Extinktionskoeffizienten, die im Wellenbereich des Ab. 
sorptionsmaximums am gréBten war, nach kleineren und gréBeren 
Wellenlangen jedoch auf sehr geringe Werte absank (Abb. 1). Die genaue 
Untersuchung zeigte, daB die Extinktionsverminderung durch den Serun- 
zusatz bei zunehmender Verdiinnung des ganzen Systems mit Phosphat- 
puffer abnahm, und daB sich dadurch der Farbwert dem der eiwei8.- 
freien Lésung naherte; die Kurven I, II und III in Abb. 2 lassen die 
Unterschiede erkennen. Diese Ungiiltigkeit des Lambert-Beerschen 
Gesetzes diirfte auf einer wechselseitigen Beeinflussung der Protein. 
molekiile bei der Bindung des Farbstoffes beruhen, die von der Ver. 
diinnung abhangig ist. 

Es wurde weiterhin untersucht, wieweit sich mit dieser Methodik 
eine Farbstoffbindung bei anderen Proteinen nachweisen liBt, die zu 
ihrer Charakterisierung dienen kénnte. Bennhold"™ hatte bereits bei 
Untersuchungen iiber den Einflu8 von Proteinen auf die Diffusion 
saurer Farbstoffe in Gelatine-Gel festgestellt, daB die Serumproteine 
imstande sind, das Eindringen grobdisperser Farbstoffe in 5-proz. 
neutralisierte Gelatine zu erméglichen, dab dagegen diese Eigenschaft 
bei anderen EiweiSkérpern viel schwiicher ausgepragt ist oder vdllig 
fehlt. Auch wir konnten beobachten, da8 die SerumeiweiBk6rper in 
ganz besonderem MaBe zur Farbstoffbindung befihigt sind. Denn bei 
Casein, Acidalbumin, Salmin, Gliadin, Hordein, Edestin, Vitellin, Mucin, 
Ovomucoid, Pepsin, Trypsin, Papain sowie Nuclein war keine Azorubin- 
bindung nachweisbar. Frisch hergestelltes Albumin aus Hihnereiern 
lieB mit schwachem anionotropen Aluminiumoxyd eine Farbstoffbindung 
deutlich erkennen, ohne daB allerdings Azorubin bis ins Filtrat gelangte. 
Mit einem Emulsinpraparat wurde eine grundsitzlich gleiche Azorubin- 
bindung wie beim Serum festgestellt; die geringe Rotfairbung des Chro- 
matographiefiltrats zeigte jedoch eine relativ schwache ABF an. 

Bei der experimentellen Bestimmung des Bindungsvermégens fiir 
Azorubin wird das mit Farbstoff versetzte, auf 4:5 verdiinnte Serum 
je nach Farbstarke auf 1:2 bis 1:6, meist 1:4 verdiinnt; hierdurch er- 
gibt sich der praktische Vorteil stets mit einer Kiivette von 2,5 mm 
Schichtdicke arbeiten zu kénnen. Als Eichkurve fiir die kolorimetrischen 
Ablesungen wird daher die Gerade IV (Abb. 2) verwendet, die eine 
mittlere Lage zwischen Kurve I und Kurve II besitzt und aus dieser 
berechnet wurde. Die in 4:5 verdiinntem Serum bzw. in der anschlieBend 
nochmals auf 1:8 verdiinnten Lésung gewonnenen Kurven I bzw. II 
sind aus Mittelwerten einer Anzahl von Versuchen mit Serum verschie- 
dener Personen erhalten worden; die Ubereinstimmung der mit ver- 
schiedenen Seren gewonnenen Extinktionswerte fiir die Eichkurven I 
und IT ist mit jeweils + 3—4% recht gut. Es sei erwihnt, daB die Eich- 


4 H, Bennhold, Kolloid-Z. 48, 328 [1927]. 
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kurve in einem Bereich der Azorubinkonzentration gewonnen wurde, 
in dem nach unseren Erfahrungen vollstandige Bindung an das Protein 
gewihrleistet ist. Auch die zur kolorimetrischen Messung verwendeten 
(hromatographiefiltrate enthalten ja den gesamten Farbstoff in Bin- 
dung an das Serumeiwei8. 

Der so aus der Eichkurve (Abb. 2, IV) ermittelte wahre Azorubin- 
gehalt des Chromatographiefiltrates stellt den Wert fiir das an das be- 
treffende Serum gebundene Azorubin dar, ausgedriickt in mg pro 100 cem 
Serum, das im Verhiltnis 4: 5 verdiinnt wurde. Wir bezeichnen ihn als 
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Abb. 2. Eichkurven fiir Azorubinlésungen, durch Mittelung aus Kurven fir ver- 

schiedene Seren erhalten. Filter S 53, Schichtdicke 2,5 mm. I in 4:5 verdiinntem 

Serum; II in 4:5 verdiinntem Serum, 1:8 verdiinnt; III in m/15-P hosphatpuffer 
py 7,7; IV berechnete Mittelwertskurve zwischen I und II. 


die ,,beobachtete ABF“ dieser EiweiBlésung. Zur Charakterisierung von 
Seren ist es oftmals ausreichend, diesen Wert unmittelbar zu benutzen; 
er kann sogar ein besseres Ma zur Beschreibung dieser speziellen Eigen- 
schaft des untersuchten Serums sein als die nachstehend angefiihrte 
spezifische ABF, da in ihn auch die Menge des vorhandenen bindenden 
Proteins eingeht. 

Will man jedoch dieses Protein selbst charakterisieren, so muB man 
seine Konzentration im Chromatographiefiltrat kennen, um die Menge 
des gebundenen Farbstoffs pro g Protein berechnen zu kénnen. Dieser 
Wert soll als ,,spezifische ABF‘‘ bezeichnet werden. Wie aus dem fol- 
genden hervorgeht, stellt sie ein relatives, fiir die verwendeten Versuchs- 
bedingungen geltendes MaB dar; sie ist besonders von der Aktivitat des 
verwendeten Aluminiumoxyds sowie von Art und Menge anwesender 
Ionen abhingig. Unter festgelegten Bedingungen ist sie jedoch ein gut 
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reproduzierbares Charakteristikum von Serumproteinen. Sie wird zweck. 
miBigerweise in Mol Farbstoff pro g Eiweif ausgedriickt. 

Bei der Untersuchung eines einheitlichen Proteins kann sein Gehalt 
in dem Adsorptionsfiltrat leicht bestimmt werden. Die durch Adsorption 
an das Aluminiumoxyd erfolgende Abnahme in der EiweiBkonzentration 
ist proportional der Menge des Adsorbens; bei Verwendung von lg 
anionotropen Aluminiumoxyds nahm beispielsweise eine 3,1-proz. Lésung 
von reinem Humanserum-Albumin” beim Passieren der Saule auf 2,9°%, 
ab, wie sich im Durchsehnitt von 10 Versuchen ergab. Einer beobachteten 
ABF von 29 mg% wiirde somit eine spezifische ABF von 10 mg bzw. 
2,0. 10-5 Mol Azorubin pro g Protein entsprechen. 

Wenn in analoger Weise die spezifische ABF der Serumproteine 
ermittelt werden soll, so muB zunichst geklirt werden, welche EiweiB. 
komponente fiir diese Bindung verantwortlich ist. Dies gelang durch die 
elektrophoretische Untersuchung der Chromatographiefiltrate von mit 
Azorubin versetzten menschlichen Seren im Tiselius-Apparat, die Dr. 
H. Ott in unserem Laboratorium durchfiihrte!®. Sie ergaben, daB die 
Seren das Azorubin vollstiindig und zwar ausschlieBlich an Albumin 
gebunden enthalten; die Globulinfraktionen waren in allen Fallen frei 
von Farbstoff. Diese vollstiindige Bindung an die Albuminkomponente 
wurde sowohl bei fg 8,7, als auch bei der Wasserstoffionenkonzentration 
der die saure Aluminiumoxydsiule verlassenden Lésung (py 6,1) fest- 
gestellt. 

Damit die beobachtete ABF der verschiedenen Seren auf die Ge. 
wichtseinheit Albumin bezogen werden kénne, wurden in dem zur Unter- 
suchung kommenden, iiblicherweise auf 4:5 verdiinnten Serum, vor 
und nach der Adsorption Albumin- und Globulinbestimmungen nach 
Howe durchgefiihrt. In iiber 100 Serumanalysen?” 1° betrug die durch. 
schnittliche Albuminabnahme durch die Adsorption 0,2—0,3%, mit 
einem gewissen Schwankungsbereich. Eine Abnahme des Globulins beim 
Passieren der Chromatographiesiule war jedoch mit der Howeschen 
Bestimmungsmethodik nicht festzustellen; der durchschnittliche Glo- 

15 Fiir die liebenswiirdige Uberlassung des einen menschlichen Serum- 
albumins in Ampullen und des Rinderserumalbumins (zur Herstellung vgl. H. 
Schultze, Angew. Chem. 60, 250 [1948]) danken wir Hrn. Dr. H. Schultze, 
Behring-Werke, Marburg/Lahn, bestens. Die elektrophoretische Untersuchung 
durch Dr. H. Ott in unserem Laboratorium ergab, daf weniger als 1,5% B-Globu- 
lin in den Human-Albuminpraparaten und in dem kristallisierten Rinderalbumin 
ein einheitliches Protein vorlag. 

16 Wir danken Hrn. Dr. Ott herzlich fiir die elektrophoretischen Untersu- 
chungen, die nach der Methodik der automatischen Diagrammaufzeichnung mit 
schrager Blende nach J. 8. L. Philpot (Nature [London] 141, 283 [1938]) bzw. 
H. Svensson (Ark. Kem., Mineral. Geol. Ser. A. 22, Nr. 10 [1946]) mit Hilfe 
eines schraggespannten Drahtes ausgefiihrt wurden. Dieses Verfahren gestattet 
in besonders iibersichtlicher Weise die Feststellung der Bindung von Farbstoffen 
an bestimmte Proteinfraktionen. 

17 Vgl. Diss. O. Geiss, Tiibingen 1948. 

18 Vogl. Diss. H. Gropper, Tiibingen 1949. 
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bulinwert in den auf 4:5 verdiinnten Seren war vor und nach der Ad- 
sorption genau gleich. Dem entspricht, daB auch die Abnahme des Ge- 
samteiweiBes durchschnittlich zu 0,2—0,3% gefunden wurde. Alle diese 
Werte beziehen sich auf die zuletzt durchlaufenden, zur kolorimetrischen 
Messung verwendeten Anteile des Chromatographiefiltrates (vgl. weiter 
unten). Trotz dieses eindeutigen Ergebnisses, daB sich im Chromato- 
graphiefiltrat ebenso viel Globulin finde wie in der Ausgangslésung, 
hielten wir es nicht fiir sicher, daB das saure Aluminiumoxyd kein Glo- 
bulin adsorbiert, denn es ist bekannt, daB bei der Ausfillung von Protein- 
fraktionen aus Gemischen mit Hilfe von Neutralsalzen die Fillungs- 
verhiltnisse fiir einzelne Komponenten durch Anderung in der Zu- 
sammensetzung der iibrigen Anteile der Lésung verschoben werden 
kénnen. Beispielsweise kénnten durch das Aluminiumoxyd Bestandteile 
entfernt worden sein, die normalerweise eine Stabilisierung der Albu- 
mine bewirken; dadurch wiirde eine relative Erhéhung der Globulin- 
fraktion vorgetéuscht werden. 

Als zuverlissige Methode zur Lésung der Frage erschien uns die 
Elektrophorese geeignet, itiber die wahren Konzentrationen an Albumin 
und Globulin vor und nach der Adsorption Auskunft zu geben. Das be- 
ziiglich des Farbstoffbindungsverhaltens normale Serum eines Hyper- 
tonikers!® wurde vor und nach dem Passieren der anionotropen Siule 
im Tiselius-Apparat elektrophoretisch untersucht!*. Dann wurde dem 
gleichen Serum Azorubin zugesetzt, und auch dieses farbstoffhaltige 
Serum vor und nach der chromatographischen Untersuchung im elektri- 
schen Feld in seine Komponenten zerlegt. In beiden Fiillen entsprach 
die zur Tiselius-Untersuchung gelangende Serumlésung der Probe, die 
bei dem chromatographischen Verfahren zur Kolorimetrie verwendet 
wird, d. h. von den 2,5 ccm werden die ersten noch nicht homogenen 
Anteile (etwa 1—1,5 cem) verworfen, und nur die in gleichmaBiger Kon- 
zentration anfallenden letzten 1,0 bis héchstens 1,2 ccm werden unter- 
sucht. 

Wie aus Tab. 1 und 2 hervorgeht, ist die prozentuale Zusam- 
mensetzung des farbstoffreien und mit Azorubin versetzten Serums 
vor und nach der chromatographischen Adsorptionsanalyse inner- 
halb der Fehlerbreite des Elektrophoreseversuches gleich. Die ver- 
schiedenen Proteinkomponenten des Serums werden demnach vom 
anionotropen Aluminiumoxyd vollstiindig gleichmiBig festgehalten; 
eine bevorzugte Adsorption des Albumins, wie die Analyse mit Hilfe 
der Neutralsalzfraktionierung scheinbar ergeben hatte, tritt also nicht 
ein. Der Grund fiir das Versagen der Howeschen Methodik diirfte in 
der oben angefiihrten Uberlegung zu suchen sein. 

_ Dieser Befund der gleichmaBigen Adsorption der verschiedenen 
ihren ate gre ta an das Aluminiumoxyd gilt zunachst nur 


si Val. die an anderer Stelle erscheinende Arbeit von U. Westphal, P. Ge- 
digk, O. Geiss u. H. Gropper. 
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Tab. 1. Elektrophorese eines normalen Serums, ohne Azorubinzusatz, vor und 
nach dem Passieren der aniotropen Aluminiumoxyd-Saule. — Serum Wa., Hyper- 
tonie; Eiweifgzhalt 7,8%, Dialysedauer 7 Tage. Veronalpuffer nach Michaelis, 
pu 8,7, “0,2” Elektrophorese 10800 Sek. bei 1,3°C.; 30 mA. Proteinzahlen als 
durchschnittliche prozentuale Flichenwerte fiir die auf- und absteigenden Banden, 





i Serum i Albumin] «,-Glob.}«,-Glob. | B-Glob. | y-Glob, 
Nr. 





88/1 | vor Adsorption 





nach Adsorption; 
nur 1,0 ccm des 
homogenen 
Restfiltrates 


89/1 























Tab. 2. Elektrophorese des Serums der Tab. 1, mit Zusatz von Azorubin im Uber. 

schuB, vor und nach dem Passieren der anionotropen Aluminiumoxyd-Saule. — 

Serum Wa., Hypertonie; EiweiBgehalt 7,8°%. Dialysedauer 7 Tage. Veronalpuffer 

nach Michaelis, pH 8,7, 40,2. Elektrophorese 9000 Sek. bei 1,0 bzw. 1,4°C, 

30 mA. Proteinzahlen als durchschnittliche prozentuale Flichenwerte fiir die auf- 
und absteigenden Banden. 





— i Albumin] «,-Glob.}«,-Glob.| B-Glob. | y-Glob. 
Nr. 
o/ 





88/2 | vor Adsorption 52,2 13,8 





nach Adsorption ; 

nur 1,0 ccm des ‘ | é 14.6 
homogenen : 

Restfiltrates 


89/2 























fiir die zuletzt durchlaufenden homogenen Anteile des Chromatographie- 
filtrates, die fiir die kolorimetrische Auswertung benutzt werden. Er 
muB daher fiir die Berechnung der spezifischen ABF Beriicksichtigung 
finden, da diese an eben dieser Lésung ermittelt wird. Die nach Kjel- 
dahl bestimmte Abnahme des Gesamtproteingehaltes in dem fiir die 
Kolorimetrie verwendeten Anteil des Filtrates betrigt im Durchschnitt 
0,2—0,3%; diese Menge verteilt sich auf Grund der Elektrophorese- 
diagramme gleichmiBig auf Albumin und Globulin im Verhiiltnis ihrer 
Konzentrationen. 

Um einen naheren Einblick in die Adsorptionsverhialtnisse auf der 
anionotropen Saule zu gewinnen, wurden auch die ersten Anteile zur 
elektrophoretischen Untersuchung herangezogen. Eine mdgliche selek- 
tive Adsorption einzelner Proteinkomponenten kénnte leicht der Beob- 
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achtung entgehen, wenn man nur die zuletzt iiber die bereits mit EiweiB 
beladene Saule laufenden Anteile untersucht. Es wurden daher von dem 
Filtrat eines unter den iiblichen Bedingungen chromatographierten 
azorubinfreien Serums einerseits die ersten 1,5 ccm, andererseits die 
restlichen 1,0 ccm getrennt elektrophoretisch untersucht und mit der 
Proteinzusammensetzung des urspriinglichen Serums verglichen. Tab. 3 


Tab. 3. Elektrophorese eines normalen Serums, ohne Azorubijnzusatz, vor und 
nach dem Passieren der anionotropen Aluminiumoxydsiule. Das Chromatographie- 
filtrat wurde in 2 Fraktionen aufgefangen. — Serum Sp. Asthma cardiale. EiweiB- 
gehalt 6,6%. Dialysedauer 4—5 Tage. Veronalpuffer nach Michaelis, px 8,7, 
40,2. Elektrophorese 9000 Sek. bei 1,2°C, 30 mA. Proteinzahlen als durch- 
schnittliche prozentuale Flachenwerte fiir die auf- und absteigenden Banden. 


EiweiB- 





a Serum Albumin «,-Glob.|«x,-Glob. | B-Glob. | y-Glob. 
% % 





17/1 | vor Adsorption 6,0 





nach Adsorption; 
die ersten 1,5 ¢em 5,7 
des Filtrates 


nach Adsorption ; 





die restlichen ‘ 6,3 
1,0 com 
des Filtrates 























zeigt, daB der Prozentgehalt der einzelnen Komponenten auch in den 
zuerst durchlaufenden Anteilen genau der Zusammensetzung des ur- 
spriinglichen Serums, und damit auch der, der zuletzt die Saule passie- 
renden gleicht. Auf der anionotropen Aluminiumoxydsiule findet also 
keine selektive Adsorption einzelner Proteinkomponenten des Serums 
statt. 

Einer der wichtigsten Faktoren fiir die zuverlissige Ermittlung 
der ABF ist die Aktivitit des verwendeten anionotropen Aluminium- 
oxyds. Es zeigte sich, daB sehr aktive Priparate an der gleichen Azo- 
rubin-EiweiBlésung geringere ABF-Werte ergeben als schwiicher aktive; 
sie adsorbieren offenbar bei der Konkurrenz um den Farbstoff relativ 
gréBere Mengen davon. Diese Adsorption geschieht nicht allein in der 
Ringzone, in der das ,,freie‘‘ Azorubin festhaftet, sondern dariiber hin- 
aus auch in gleichmifiger Anordnung iiber den ganzen unteren Teil der 
Chromatographiesiiule hin. Die schwache Rotfirbung, die dadurch 
der ganzen Aluminiumoxydschicht verliehen wird, ist also, wie oben 
erwihnt, einerseits dadurch bedingt, da8 Albumin mit anhaftendem 
Farbstoff festgehalten wird; andererseits bindet das Aluminiumoxyd 
auBerdem weiteres Azorubin, das bei der konkurrierenden Adsorption 
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vom Protein abgelést wird. Das ergibt sich aus folgenden beiden Ver. 


suchen. 

Es wurden 2 Chromatographiesiulen verschiedener Lange, mit 1 und 1,5 
Aluminiumoxyd, hergestellt. Die beobachtete ABF einer (vor der Adsorption) 
2,8-proz. Humanserum-Albuminlésung betrug in je 2 Dreifach-Versuchen bei einer 
Saiule von 1 g Aluminiumoxyd: 66,8; 67,2 mg°,; bei 1,5 g Aluminiumoxyd: 47,8; 
49,1 mg%. Wie oben ausgefiihrt wurde, adsorbieren 0,5 g Aluminiumoxyd soviel 
Albumin, daB die Konzentration in den zur Untersuchung benutzten letzten An. 
teilen des Chromatographiefiltrates um etwa 0,1°/, abnimmt; nach Tab. 4, Spalte 4, 
entspricht diesem 0,1 g Albumin eine Azorubinmenge von 2—3 mg. Da die Diffe. 
renz im Farbbindungswert zwischen den mit 1,0 und 1,5 g Aluminiumoxyd durch- 
gefiihrten Versuchen aber rund 20 mg betragt, mu ein mehrfaches an Azorubin 
vom Eiweif abgelést und an das anionotrope Oxyd gebunden worden sein. 


Tab. 4. ABF-Werte von Humanserumalbuminlésungen® verschiedener Konzen- 
trationen, mit jeweils 1 g anionotropem Aluminiumoxyd bestimmt. 





Albumin- 
Konzen- 
tration vor 
Adsorption 
in % 


Albumin- 
Konzen- 
tration nach 
Adsorption 
in % 


be- 
obachtete 
ABF 
in mg % 


spezifische 
ABF in mg 
pro g 
Albumin 


Mol 
Azorubin 
x 105 pro g 
Albumin 


Mol 
Azorubin 
pro Mol 
Albumin 





0,70 


0,58 


12,6 


3,0 





1,76 


1,67 


42,3 


3,5 





3,53 


3,36 


95,0 











3,9 








Dariiber hinaus zeigt ein zweiter Versuch, daB diese Ablésung des 
Azorubins vom Protein von der Aktivitét des Aluminiumoxyds ab- 
hingig ist. Wie Tab. 4 zeigt, liefern 3 verschieden konzentrierte Hu- 
manserum-Albuminlésungen beobachtete ABF-Werte, die nicht im 
Verhaltnis der Eiwei8konzentrationen ansteigen, sondern stirker. Der 
spezifische ABF-Wert ist bei der héchsten Albuminkonzentration am 
gréBten. Das ist so zu erkliren, da bei der Adsorptionskonkurrenz 
im Falle der héher konzentrierten Eiweib-Farbstofflésungen, absolut 
betrachtet, mehr Azorubin vom Protein abgehiingt und vom Adsorbens 
aufgenommen wird; hierdurch werden die aktiven Zentren des sauren 
Oxyds in gréBerer Menge betroffen, so da die Adsorptionskraft im 
ganzen abgeschwiicht wird. Dadurch ist es nicht mehr méglich, dab 
Azorubin von dem Albumin im Verhiltnis der Proteinkonzentration, 
und damit des Gehaltes an urspriinglich gebundenem Farbstoff, abge- 
hangt wird. Das hat zur Folge, dai die einzelnen Albuminmolekiile 
beim Verlassen der Siule in den konzentrierteren Lésungen mehr Azo- 
rubinmolekiile tragen als in den verdiinnteren; der spezifische ABF- 
Wert nimmt also zu. 

Wie erwahnt, ist die Reproduzierbarkeit der ABF-Werte in erster 
Linie von einer konstanten Aktivitit des Adsorbens abhiangig. Fiir die 
hier beschriebenen Untersuchungen wurde das anionotrope Alumi- 
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niumoxyd aus dem nach Brockmann standardisiertem Aluminium- 
oxydpriparat der Firma Merck durch Behandeln mit Salzsiure her- 
gestellt, wie im Versuchsteil ausgefiihrt ist. Dort wird auch angegeben, 
da& die Héhe der beim Trocknen der Praparate angewendeten Tem- 
peratur in den gepriiften Grenzen von 70—140° ohne EinfluB auf die 
Aktivitaét ist (vgl. Tab. 5). Fiir das gewéhnliche natriumhaltige Alu- 
miniumoxyd hat Brockmann”? Herstellung und Eichung verschie- 
dener Aktivititsstufen beschrieben. Die Adsorptionskraft des aniono- 
tropen Oxydes haben wir in der Weise gepriift, daB wir Naphtholgelb 
in wissriger Lésung unter standardisierten Bedingungen im Chromato- 
graphierohr aufziehen lieBen und dann das Verhalten des Farbstoff- 
ringes bei der Elution mit verschiedenen Liésungsmitteln kontrollierten ; 
Einzelheiten finden sich im Versuchsteil. — Als eine zweite Methode 
zur Feststellung des Aktivititsgrades diente die Adsorption von Azoru- 
bin bzw. Naphtholgelb aus wiissriger Lésung durch eine bestimmte Menge 
des anionotropen Aluminiumoxyds, im Becherglas ausgefiihrt. Durch 
diese Anordnung, die im Versuchsteil beschrieben ist, hofften wir auf ein- 
fachere Weise ein besser abstufbares MaB fiir die Adsorptionskraft der 
verschiedenen Priparate zu gewinnen. 

Wie aus Tab. 5 hervorgeht, ergibt sich eine ausgeprigte Paralleli- 
tit zwischen dem oben beschriebenen Naphtholgelbtest im Chromato- 
graphierohr, der Adsorptionsprobe im Becherglas sowie den beobach- 
teten ABF-Werten verschiedener Seren. Fiir die praktische Festlegung 
der Adsorptionsstiirke eines anionotropen Aluminiumoxydpraparates 
scheint uns die Methode der Adsorption der beiden sauren Farbstoffe 
im Becherglas am besten geeignet. Nach unseren Erfahrungen ist ein 
Priparat zur ABF-Bestimmung brauchbar und liefert reproduzierbare 
Werte, wenn die Farbstirke, die in 5 ccm einer 400-mg-proz. Azorubin- 
lésung nach 1/,-stdg. Einwirkung von 1g des Adsorbens ungebunden 
bleibt, nicht gréBer als 5 mg% ist. Bei der entspr. Priifung mit einer 
300-mg-proz. Naphtholgelblésung liegt der Grenzwert bei etwa 10 mg%. 
Die mit dem Naphtholgelbtest im Chromatographierohr ermittelten 
Werte fiir einen brauchbaren Aktivititsgrad sind im Versuchsteil unter 
2. angegeben. 

Will man anionotrope Aluminiumoxydpriparate von geringerem 
Aktivititsgrad, als den genannten Grenzwerten entspricht, verwenden, 
so muB zuweilen der Gefahr begegnet werden, daB der rote Farbstoff- 
ring die untere Grenze der Saule erreicht, bevor die gesamte EiweiB- 
lésung durchgelaufen ist. In diesem Falle erhalt man brauchbare Re- 
sultate, wenn man die Siule statt mit 1,0 mit 1,2 g Aluminiumoxyd 
herstellt; diese Menge erwies sich bei allen erhaltenen Priparaten als 
geniigend groB, Es ist jedoch zu beriicksichtigen, daB die mit 1,2 g 
erhaltenen ABF-Werte um 7—13 mg%, tiefer liegen als bei Verwen- 
dung von 1,0g. Das entspricht vor allem der oben (S. 45/46) beschriebenen 


20 H. Brockmann u. H. Schadder, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 73 [1941]. 
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Tab. 5. Adsorptionseigenschaften verschiedener anionotroper Aluminiumoxyd. 
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denen Temperaturen 








Praparat Nr.: 


1|u| 


II | IV | Vv | VI | vite 








Trocknungsdauer in y hs 
Stunden 





























2 /1—1,5; 1 1—1,5} 2 
2,5 2,5 2,5 2,5 | 2—3 
1,5 1,5 1,5 15 | 2—25 

















Naphtholgelbprobe 
Ringbreite mit Wasser 
Th ee 15 | 1—2 
Ringbreite mit physiol. 
NaClinmm.... 25 2 
Abwirtswanderung des 
Ringes in mm ; 2,5 2.5 














Adsorptionsprobe im Becherglas mit 400-mg-proz. Azorubinlésung. 








Adsorptionsprobe im Becherglas mit 500-mg-proz. Azorubinlésung. 





0/ 
mg- 40 





Adsorptionsprobe im Becherglas mit 300-mg-proz. Naphtholgelblésung. 











Beobachtete ABF in mg-%. 


SerumMe. ...... 118,6 | 117,8 
Rerum. . . 2 see 39,8 | 44,6 
SerumWa....... 124,8 | 123,0 


a | a 





SS a ee a ee reoune 














118,7 
43,7 
122,1 































mg-% Chlorionen in Aufschwemmung von Aluminiumoxyd in 2 Voll. 








Werten zu sehen ist. 
** Filtrat gefirbt. 


Beschreibung der Seren: Serum Me: 
Serum B.: 
Serum Wa.: 
Serum R.: 
Serum Be.: 
Serum K.: 


Aluminiumoxyd wieder. 


Es ist anzunehmen, daB in den se 


Aluminiumoxydpriaparaten die Zahl der 


* Ausgangsmaterial des Praparates XVI stammt aus anderer Lieferung von 
Merck; seine Aktivitat ist betraichtlich geringer, wie an den stark abweichenden 





Adsorption von Farbstoff an das Oxyd. Tab. 6 gibt fiir verschiedene 
Aluminiumoxydpraparate erhaltene ABF-Werte mit 1,0 und 1,2 g 










Patient Me., 60 Jahre, Hypertonie. 
Bullenserum. 
Patient Wa., 
Rinderserum. 
Patient Be., 56 Jahre, Hypertonie. 
Kuhserum. 





Hypertonie 















hwicher aktiven anionotropen 
wirksamen Adsorptionszentren 






: = 


» 
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priparate, die aus dem gleichen Ausgangsmaterial hergestellt* und bei verschie- 


getrocknet wurden. 
4 XI | Xi | XIII 





Vill xiv | XV |xvie xvi |xvir 





100 80 90 120 | 140 





2 
2,5 
2,5 




















Azorubin im Filtrat 




















Azorubin im Filtrat 








mg-% Naphtholgelb im Filtrat 





Pld di 


15,2 | 13,8 | 13,3 y 13,1 
14,7 | 14,3 | 13,3 12,9 
14,3 | 13,7 | 13,5 12,9 


— i ee 
S29 Go 
whom 


























12,8 | 12,1 7,8 | 15,6 | 14,2 











Wasser 12,1 


geringer ist. Das wurde dadurch zu bestitigen versucht, daB gepriift 
wurde, wieviel Chlorionen von den verschiedenen sauren Oxydprapa- 
raten bei der Aufschwemmung im Wasser noch abgegeben werden. 





Tab. 6. ABF-Werte verschiedener Eiweiflésungen, mit 1,0 und 1,2 g Aluminium- 
oxyd bestimmt. 





Serum Schm. Mischserum, pee Ne nena 
serum-albumin- 

Aue Werte ABF-Werte lésung, ABF-Werte 

inmg% in mg% 

| 12g 10g 1,2g 

21,0 


Al,0,- 
Priparat* in mg% 
10g | 1,2¢ 10g 
108,1 | 95,5 27,9 











XVIII 80,5 | 68,9 

















128,8 | 115,7 





CHI 101,6 | 93,1 


+ Vgl. Tab. 6. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 285 
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Tab.7. Adsorptionseigenschaften verschiedener anionotroper Aluminiumoxyd.- 
praparate, die unter gleichen Bedingungen aus verschiedenem Ausgangsmaterial 
hergestellt wurden. Trocknung 4,5 Stdn. bei 70°. 





Praparat: KWI | CHI MK III|XVIIT} 350 





Naphtholgelbprobe: 
Ringbreite (mm) in 2,5—3} 1,5 3—4 
Wasser, Ringbreite m. 
NaCl, mm 5 2,5 | 5—6 
Abwartsbewegung 
in mm 1,5—2 





Adsorptionsprobe im 

Becherglas mit 400-mg- 
proz. Azorubinlsg., 3,70 
mg-°/, Azorubin im 
3,92 





Adsorptionsprobe im 
Becherglas mit 300-mg- 
proz. Naphthol- 

116,0 


114,0 





Beobachtete ABF in mg- 
%,, SrumO. .... 53,8 
74,4** 
2,5-proz. Albuminlsg. . 43,4 
Serum Bi 141,9** 143,0** 





mg-°/, Clorionen in 
Aufschwemmung 
von Aluminium- 
oxyd in 2 Vol. 























9,2 11,4 


* Filtrat gefirbt. 

** Mit 1,2 g Alumjniumoxyd erhalten. 
Beschreibung der Aluminiumoxydpraparate: KWI, CHI, MK III: 
3 verschiedene Lieferungen des Merckschen Aluminiumoxyds zur chromato- 
graphischen Adsorptionsanalyse, standardisiert nach Brockmann. 
XIV, XVIII: Praparate der Tab. 8. 
350, 600: Praparate, die aus dem gleichen Ausgangsmaterial wie MK III, 
jedoch nach 7stiindigem Erhitzen auf 350 bzw. 600°C hergestellt wurden. 
Beschreibung der Seren: O: Ochsenserum. Ko.: Mischserumkonserve nach 
Lang und Schwiegk. 2,5-proz. Albuminlsg.: Lésung von reinem Human- 
serumalbumin” in physiologischer Kochsalzlésung. Bii.: Patient Bi., 78 Jahre, 
Asthma cardicale, Hypertonie. 


Je 2,5 g Aluminiumoxyd wurden mit 5 ccm doppelt destiliertem Wasser 
aufgeschwemmt und unter hiufigem Umriihren 30 Min. stehen gelassen 
und abfiltriert. Die in den Tab. 5 und 7 angegebenen Chlorionenkon- 
zentrationen in den so gewonnenen Filtraten zeigen, daB tatsachlich 
die schwichstaktiven Priparate die kleinste Menge an Chlorionen ab- 
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geben, und die aktivsten die meisten Chlorionen in der Lésung auf- 
treten lassen. 

Die auf einer sauren Aluminiumoxydsiule adsorbierten Anionen 
kénnen durch andere Anionen verdrangt werden. Die Starke der 
Adsorbierbarkeit auf einer bestimmten Siule ist eine fiir jedes einzelne 
Anion spezifische Eigenschaft, die von seiner Ladung, Raumerfiillung 
usw. abhingig ist. Schwab und Dattler® haben fiir eine Anzahl an- 
organischer Anionen eine Reihe abnehmender Adsorbierbarkeit auf der 
anionotropen Aluminiumoxydsiaule aufgestellt. Fiir den von uns be- 
handelten Fall liegen die Verhaltnisse insofern komplizierter, als die 
Wirkung von anwesenden Ionen sich einerseits auf die Adsorption der 
Farbstoffanionen an das Aluminiumoxyd, andererseits auf die Bin- 
dung zwischen Eiwei8 und Farbstoff erstrecken wiirde. Auch das Fest- 
haften des Serumproteins auf der Chromatographiesiule kénnte be- 
einfluBt werden. 


Tab. 8. ABF-Werte einer 4-proz. Lésung von reinem Rinderserumalbumin in 
verschiedenen Kochsalzkonzentrationen, in mg%. 





NaCl-Konzentration ... 0,2 0,4 0,425 0,8 0,85 





Al,O,-Prap. XIX* .... 28,9 29,0 37,5 39,8 





NaCl-Konzentration ... 0,2 |Mischg.** 0,9 _ —_ 

















Al,O,-Prap. XX* ... .| 34,7 ,| 49,3 52,6 


* Jeweils Durchschnittswerte von 2 Bestimmungen. 
** Zusammensetzung vgl. Tab. 10 im Versuchsteil. 





Da das fiir dies Problem wichtigste Ion im Blutserum das Chlor 
ist, wurde die ABF in EiweiBlésungen wechselnden Kochsalzgehaltes 
untersucht. Lésungen von 4-proz. reinem Rinderserumalbumin™ in 
0,2—0,9-proz. Kochsalzlésung wurden in iiblicher Weise mit Azorubin 
versetzt und chromatographiert. Es ergab sich, daB das Filtrat mit 
hoherer Salzkonzentration farbstoffreicher wurde, wie Tab. 8 zeigt. 
Die Priifung wurde mit 2 anionotropen Aluminiumoxydpriparaten ver- 
schiedener Aktivitit mit dem gleichen Resultat vorgenommen. Eine 
zum Vergleich dem Albumin zugesetzte Mischung anorganischer und 
organischer niedrig molekularer Stoffe in der ungefihren Konzentra- 
tion ihres Vorkommens im menschlichen Serum (vgl. Tab. 10) fiigte 
sich den erhaltenen Werten gut ein. 

Die EiweiBanalyse zeigte, daB die Abnahme des Albumins in dem 
zur Kolorimetrie verwendeten Filtrat bei allen Kochsalzkonzentrationen 
gleich groB war; der Albumingehalt war stets.um 0,2% geringer. Es 
sei erwihnt, da8 wir uns davon iiberzeugt haben, daB bei allen verwen- 
deten Salzkonzentrationen das im Filtrat erscheinende Azorubin durch 
die EiweiBbindung der Adsorption an das saure Oxyd entzogen wird: 

4* 
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Entsprechende Ansitze ohne EiweiBzugabe lieferten stets farbstoff. 
freie Filtrate. In Analogie zu den bei der Bindung des Bilirubins bzw, 
des aus ihm erhiltlichen Azofarbstoffes an die Serumproteine gemachten 
Erfahrungen™ méchten wir auch fiir das Azorubin annehmen, daf 
seine Bindung an Eiwei8 durch die verwendeten Neutralsalzkonzen. 
trationen nur geringfiigig beeinfluBt wird. Die Schwachung der Akti- 
vitaét des Aluminiumoxyds wird durch Besetzung der Adsorptions. 
zentren mit Chlorionen verstandlich. 

Zur Kontrolle der Adsorptionsvorginge auf der Aluminiumoxyd. 
siule haben wir in sehr zahlreichen Fillen das gq der Untersuchungs. 
lésung vor und nach dem Passieren des Chromatographierohres mit der 
Glaselektrode bestimmt. Das pq der Azorubin-Serumlésungen bewegte 
sich um 7,8—8,0; nach der Adsorption betrug es einheitlich 6,2 mit 
einer gewissen Schwankung von + 0,11*. In besonderen Versuchen™ 
wurde festgestellt, daB die analytische Bestimmung des Albumins, wie 
sie zur Ermittlung der spezifischen ABF notwendig ist, durch py. 
Anderungen zwischen /q 6,1 und 9,5 nicht merklich verandert wird. 
Dies entspricht den Angaben von Chick und Martin®, die bei der 
Prazipitation von Eieralbumin durch 28,6-proz. Ammonsulfat bei fy- 
Werten iiber 6 ebenfalls keinen Einflu8 der Wasserstoffionenkonzen- 
tration mehr feststellen konnten. 

Zur Priifung der Frage, wieweit die charakteristische ABF eines 
Albumins gegen auBere Faktoren stabil ist, wurde eine Lésung von 
reinem Rinderserumalbumin" durch Erhitzen schwach denaturierenden 
Bedingungen ausgesetzt und die ABF dabei verfolgt. Gleichzeitig wurden 
die erhitzten Lésungen im Nephelometer (Leifo) auf ihren Triibungsgrad 
untersucht. Die nephelometrische Messung von Proteinlésungen zur 
Feststellung beginnender Denaturierungsvorginge™ ist eine der emp- 
findlichsten Methoden, die hierfiir zur Verfiigung stehen. Wie aus 
Tabelle 9 hervorgeht, zeigt die ABF des verwendeten reinen Albumins 
in einem denaturierenden Milieu, dessen Einflu8 nephelometrisch ein- 
deutig erkennbar ist, keine Veriinderung. Die Methode ist also sehr 
viel unempfindlicher gegen derartige Einwirkungen. Dem entspricht, 
daB die spezifische ABF auch bei mehrwéchigem Lagern der Seren im 
Eisschrank konstant bleibt. Die Tabeile laBt gleichzeitig die bekannte 
Schutzwirkung der Salzionen gegeniiber der Denaturierung erkennen. 

Die Azorubinbindungswerte, die mit der beschriebenen Adsorp- 
tionsmethodik erhalten werden, liegen fiir die verschiedenen unter- 
suchten Albumine und Seren in einem Bereich von etwa 2—10 - 10-5 Mol 
Azorubin pro g Protein oder, wenn man als Molekulargewicht des binden- 
den Proteins das des Albumins mit 70000 annimmt, 1,5—7 Mol Farbstoff 
pro Mol Albumin. Sie sind damit viel niedriger als es fiir das Bindungs- 


21 U. Westphal u. P. Gedigk, diese Z. 288, 161 [1948]. 

22 H. Chick u. C. J. Martin, Biochem. J. 7, 380 [1913]. 

23 G. Scatchard, S. T. Gibson, L. M. Woodruff, A. C. Batchelder 
u. A. Brown, J. Clin. Invest. 23, 445 [1944]. 
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vermégen der EiweiBstoffe fiir saure Farbstoffe bekannt ist, und ent- 
sprechen den Bindungswerten, die K1otz** fiir Azosulfathiazol in Rinder- 
serumalbumin von der gleichen GréBenordnung fand. Wie oben erwahnt, 
tritt maximale Bindung von Sauren oder sauren Farbstoffen im sauren 
Gebiet bei a <2 ein; fiir Gelatine wurden beispielsweise etwa 
100 - 10-5 Aquivalente saurer Farbstoffe pro g des EiweiBstoffes ge- 


Tab. 9. ABF und Nephelometerwerte einer 4-proz. Lésung von krist. Rinderserum- 
albumin in verschieden konzentrierten Kochsalzlésungen nach Hitzeeinwirkung. 
pu der Lésung vor und nach Adsorption 6,0; iibliche Bedingungen. 





cenactneeteid Minuten auf ABF Tribungsgrad rel. 
in % 50° + 0,5° erhitzt inmg% Intensitat x - 10° 
0,425 0 29,0 53,7 


0,425 60 29,4 68,7 














0,85 39,8 48,1 
0,85 j 39,5 58,1 











0,20 21,9 54,7 
0,20 20,3 625 
0,20 22,4 731 














0,40 28,9 50,6 
0,40 26,6 137 
0,40 29,2 iy wee 














0,80 37,5 48,2 
om. 35,7 63,4 
0,80 240 37,2 73,4 

















funden, wihrend die Sauretitrationskurve einen um etwa 10°, tieferen 
Wert liefert®*. Fiir Pferdeserumalbumin ergibt die Titration eine maxi- 
male Bindung von 140 - 10-5 Siureiiquivalenten pro g im fy-Bereich 
<2; bei Erniedrigung der Wasserstoffionenkonzentration bis zum iso- 
elektrischen Punkt bei #9 4,7 nimmt der Wert auf 0 ab, um bei weiter 
steigendem yin die Bindungskurve fiir basische Stoffe iiberzugehen®. 


*4 CO. L. A. Schmidt, I. c.?, S. 728. 
* E. J. Cohn u. J. T. Edsall, Proteins, Amino Acids and Peptides as Ions 
and Dipolar Ions. Reinhold Publish. Corp. New York. 1943. p. 502. 
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Der Hauptgrund dafiir, daB die von uns ermittelten ABF-Werte 
diesen Saiurebindungszahlen nicht vergleichbar sind, liegt in den unter. 
schiedlichen fg. Bei der hier beschriebenen Methodik wird bei einem 
pu von etwa 6,2 gearbeitet, also auf der alkalischen Seite des I. P. 
In diesem Gebiet liegt nur noch ein kleiner Teil der basischen Gruppen 
des Albumins in ionisierter Form vor, so das Lysin und Arginin, deren 
px-Werte 10—12 betragen. Die negativ geladenen Sulfonatgruppen des 
Azorubins kénnen in elektrostatische Wechselwirkung mit diesen positiy 
geladenen quaterniren N-Atomen treten. In Analogie zu den durch 
Klotz. untersuchten Verhiltnissen am Azosulfathiazol?* méchten wir 
annehmen, daf sich auch beim Azorubin nur eine Sulfosiuregruppe an 
das Albumin bindet. Neben dieser elektrostatischen Wechselwirkung 
haben jedoch auch die van der Waals‘schen Krafte ihre Bedeutung 
fiir die Bindung; die anteilmaBige GréBe dieser beiden Krafte wurde 
von den amerikanischen Autoren berechnet™.. 

Zur Bedeutung der erhaltenen ABF-Werte ist weiter zu beriick. 
sichtigen, daB sie unter den Bedingungen einer Konkurrenz zwischen 
zwei Adsorbentien gewonnen worden sind. Wie oben festgestellt wurde, 
adsorbiert das anionotrope Aluminiumoxyd mehr Azorubin als EiweiB; 
daraus folgt, daB die ,,wahren“ Bindungswerte héher liegen, und zwar 
um Betrige; die von der Aktivitét des verwendeten Aluminiumoxyd- 
praparates abhingen. Wenn man aber die Bestimmung der ABF stets 
unter den gleichen Bedingungen mit Adsorbentien gleicher Bindungs- 
stirke durchfiihrt, so bietet sie ein brauchbares relatives MaB zu einer 
Charakterisierung von Seren oder einzelnen Proteinen. 


Wir danken Frl. M. Haas fiir die Durchfiihrung der EiweiBanalysen nach 
Kjeldahl und Frl. E. Stumpp fir die Mithilfe bei einigen Versuchen. 


Beschreibung der Versuche 


1. Herstellung des anionotropen Aluminiumoxyds 

Etwa 50—100g des nach Brockmann standardisierten Aluminiumoxyds 
(Merck) wird mit der 5-fachen Menge »-HCl versetzt und unter mehrmaligem 
kraftigen Durchriihren 1/, Stde. stehen gelassen. Die Salzsiiure wird dann még- 
lichst vollstandig vom Oxyd abgegossen und das Praparat 15-mal mit der gleichen 
Menge doppelt dest., méglichst CO,-freien Wassers ausgewaschen, wie Salzsiure 
verwendet wurde. Auch hier wird jeweils mehrmals umgeriihrt, bevor man das 
Waschwasser vom gut abgesetzten Oxyd abgiefit. Die Dauer dieser Arbeit be- 
trigt 3—4 Stunden. Das 15. Waschwasser |i8t man iiber Nacht auf dem Alu- 
miniumoxyd; nach dem AbgieBen trocknet man das Produkt bei 100° im Trocken- 
schrank, bis es vollkommen pulvrig ist, was in 2 Stdn. mit Sicherheit erreicht ist. 
Wie Tab. 5 zeigt, ist die Héhe der Trockentemperatur, die zwischen 70 und 140° 
variiert wurde, ohne Einflu8 auf die Aktivitat der Priparate. 


2. Priifung der Aktivitét des anionotropen Aluminiumoxyds mit 
dem Naphtholgelb-Test im Chromatographierohr 

Hierfiir dienen die gleichen Chromatographieréhrchen wie bei der eigent- 

lichen Bestimmung der ABF;; es sind einfache Glasrohre von 250 bis 300 mm Lange, 

und einer lichten Weite von 8 mm, die unten in eine 20—25 mm lange Kapillare 

enden, die einen lichten Durchmesser von 1—1,5 mm besitzt. Wir arbeiten ohne 
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Uber- oder Unterdruck. In dieses Rohr wird in iiblicher Weise auf einen unten ein- 
gelegten kleinen Wattebausch 1 g des anionotropen Aluminiumoxyds in doppelt dest. 
Wasser eingeschlimmt. Die Adsorptionssaéule wird nicht festgestampft, weil da- 
durch die Versuchszeiten sehr verlangert werden, ohne daB sich ein Vorteil ergibt. 
Auf die gut waagerechte Saule wird ein kleiner Wattebausch zur Verhinderung 
des Aufwirbelns gelegt. 

Auf zwei dieser sauren Séulen werden je 2%/,ccm einer 0,05-proz. waBr. 
Naphtholgelblésung gegeben. Der Farbstoff wird in einem 1—2 mm breiten Ring 
vollstindig festgehalten. Das erste Réhrchen wird dann mit 5 ccm doppelt dest. 
Wasser eluiert. Dabei darf in der Lage und Breite des Naphtholgelbringes keine 
Veranderung eintreten, andernfalls ist die Aktivitat des Aluminiumoxyds zu gering. 
Die 2. Adsorptionssiule wird mit 5 ccm physiolog. Kochsalzlésung eluiert. Da- 
durch verbreitert sich der Ring auf 2—3 mm und wandert auferdem um 1,5 bis 
2,5 mm abwiarts. Unsere Erfahrungen haben gezeigt, daB eine Abwartswanderung 
bei der Elution mit physiologischer Kochsalzlésung bis zu 4mm statthaft ist; 
in Fallen, wo sie 5—6 mm betrug, war das Filtrat bereits gefarbt, die Aktivitaét zu 
gering (vgl. Tab. 5). 


3. Bestimmung der ABF von Serum oder anderen Proteinlésungen. 

Es werden insgesamt vier Chromatographiesiulen mit je 1,0 g aninotropen 
Aluminiumoxyds verwendet. Drei werden mit der Azorubin-Proteinlésung be- 
schickt, die vierte dient zur Gewinnung der Kontrollésung fiir die kolorimetrische 
Messung. Auf jede Siule werden 2,5 ccm einer Mischung aus 2,0 ccm Serum* 
und 0,5 ccm einer Azorubinlésung in 0,6-proz. Kochsalzlésung gegeben, so daB 
die endgiiltige Farbstoffkonzentration in den 2,5 ccm 100, 200, 300 oder 400 mg% 
betrigt. Die Héhe der gewahlten Azorubinkonzentration richtet sich nach der 
zu erwartenden Bindungsstirke; sie mu mindestens so groB sein, dab ein gut 
ausgebildeter roter Ring vom Aluminiumoxyd adsorbiert wird. Wir verwenden 
fiir die drei Réhrchen meist verschiedene Farbstoffkonzentrationen, etwa 100, 
200 und 300 mg%. Das Serum fiir die Kontrollésung wird nur mit 0,5 cem 0,6- 
proz. Kochsalzlésung verdiinnt. Es sei besonders betont, daB durch die Verdiin- 
nung des Serums auf 4:5 alle an der Chromatographielésung bestimmten Werte 
um 20% tiefer liegen als im Originalserum. Es hat sich als zweckmaBig e1wiesen, 
die Ansitze fiir die Ermittlung der ABF mit einer 2-proz. Lésung von Azorubin 
in 0,6-proz. Kochsalzlésung in folgender Weise vorzunehmen: 





Endkonzentration Serum 2-proz. 0,6-proz. 
Azorubinlésung NaCl-Lésung 
ccm com com 





2,00 0,500 0,000 
2,00 0,375 0,125 
2,00 0,250 0,250 
2,00 0,125 0,375 











Die Azorubin-Eiweiflésung wird auf die Aluminiumoxydsiule gegeben, sowie das 
zum Einschlémmen verwendete Wasser in die Oberflache eingezogen, aber das 
Adsorbens noch vollstiindig von Wasser durchtraénkt ist. Nunmehr léBt man die 
ersten Anteile, der Lésung abtropfen und verwirft sie; in ihnen befindet sich noch 
das Wasser vom Einbringen des Oxyds. Man fangt das Filtrat erst auf, wenn es mit 
véllig homogener roter Farbe durch die Kapillare abflieBt. Wir richten das Ab- 
nehmen des Filtrates so ein, daB etwa 1 ccm, im Hochstfalle 1,2 ccm erhalten werden. 
Dasselbe gilt fir die ungefairbte Vergleichslésung. Das Filtrat wird, meist nach 


*6 Statt Serum kann jeweils auch eine Proteinlésung verwendet werden, 
was fiir alle folgenden Versuchsbeschreibungen gilt. 
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zweckmaBiger Verdiinnung mit 0,6-proz. Kochsalzlésung, im Pulfrich-Photometer 
mit Filter $53 bei einer Schichtdicke von 2,5 mm gegen die Vergleichslésung 
kolorimetriert. Aus einer Eichkurve (Abb. 2) wird der Azorubingehalt entnommen 
und der Durchschnittswert der in den drei Réhrchen enthaltenen Lésungen als 
beobachtete ABF in mg% ausgedriickt; sie bezieht sich auf das im Verhiltnis 4:5 
verdinnte Serum. 

Zu beachten ist, daB der Azorubinzusatz nicht so hoch gewahlt wird, da8 
der rote Ring die Saule bis unten durchzicht, und somit auch nicht an Eiwei8 
gebundener Farbstoff ins Filtrat gelangt. Bei einwandfreier Durchfihrung ist die 
Ringzone bis zur Mitte oder zum Beginn des unteren Drittels der Adsorptionssiule 
gewandert, wenn die letzten Tropfen durch die Kapillare flieBen. Es wurde fest- 

estellt, daB sich der Farbstoffring im Zentrum der Saule nicht wesentlich tiefer 
befindet als aufBen. Die beste Kontrolle fiir den AusschluB dieses Fehlers bildet die 
Ubereinstimmung der beobachteten ABF-Werte in den drei Réhrchen, die mit 
drei verschiedenen Farbstoffkonzentrationen angesetzt sind. In unseren sehr zahl- 
reichen Messungen fanden wir Abweichungen von maximal + 3%; haufig stimmen 
die mit verschiedenen Azorubinmengen bestimmten ABF-Werte auf }/,) mg tiberein. 


4. EinfluB der Proteinbindung auf die Farbstarke des Azorubins. 
Eichkurve 

Zur Feststellung des fiir die Kolorimetrie der azorubinhaltigen Lésungen am 
besten geeigneten Filters wurden die Extinktionskoeffizienten einer 12,5-mg-proz. 
Azorubinlésung in m/15-Phosphatpuffer vom pg 7,7 im Pulfrich-Photometer bei 
Verwendung der verschiedenen Filter bestimmt. Man erhalt dadurch eine grobe 
Absorptionskurve (Abb. 1), indem man die erhaltenen Extinktionswerte gegen 
die Wellenlingen auftraigt, die den Bereichen maximaler Durchlassigkeit bei den 
einzelnen Filtern entsprechen. Dasselbe wurde mit einer 12,5-mg-proz. Lésung 
von Azorubin in einem wie iiblich auf 4:5 verdiinnten Serum durchgefihrt. Fir 
alle quantitativen Bestimmungen der Azorubinkonzentrationen wurde auf Grund 
der erhaltenen Kurven der Abb. 1 das Filter S 53 verwendet. 

Aus Abb.1 geht weiter hervor; daB die Absorption des Azorubins durch 
Bindung an die Serumproteine erniedrigt wird, die im allgemainen Teil ausgefiihrt 
wurde. Ob auBerdem eine Verschiebung des Absorptionsmaximums erfolgt, laBt 
sich aus der hier durchgefiihrten Ermittlung der ,,Absorptionskurve auf Grund 
der Filterdurchlassigkeit nicht mit Sicherheit sagen. 

Die Eichkurve fiir eiweiffreie Lésungen (Abb. 2, [II) wurde in /15-Phosphat- 
puffer vom py 7,7 mit Filter S 53 ermittelt. Fiir die Kurven in 4:5 verdinntem 
Serum wurden ebenfalls verschiedene Werte zwischen 6,25 u. 25 mg% fiir eine 
Anzahl von Seren verschiedener Personen bestimmt und aus den Mittelwerten die 
Kurve I dargestellt. In gleicher Weise ergab sich Kurve II als Mittelwert von 
Fichkurven mit verschiedenen Seren, indem die gleichen Azorubin-Endkonzentra- 
tionen wie bei den KurvenI durch Verdiinnen auf 1:8 mit . /15-Phosphatpuffer 
von py 7,7 hergestellt wurden; die Serumkonzentration betrug also jeweils 1/, von 
denen der Kurven I. Die fiir alle Bestimmungen benutzte Eichkurve IV wurde 
durch Mittelung zwischen I und IJ erhalten. : 


5. Elektrophoretische Untersuchungen 


Alle elektrophoretischen Untersuchungen wurden im Tiselius-Apparat mit 
der automatischen Diagrammaufzeichnung nach Philpot’® mit der schrigen 
Blende durchgefiihrt; statt dieser wurde auch ein schraggespannter Draht ver- 
wendet, wodurch im Gegensatz zu dem Schrigspaltverfahren von Svensson’ 
die Farbe des Serums und eventuell zugesetzten Azorubins sichtbar blieb. Die 
Seren wurden gewohnlich 4—6 Tage hei etwa + 2—6° gegen den Puffer dialysiert; 
hierbei wanderte bei dem mit iiberschiissigem Azorubin versetzten Serum reichlich 
Farbstoff durch die Cellophanmembran. 
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Die Auswertung der vergréfRert aufgezeichneten Diagramme erfolgt entweder 

direkt mit dem Planimeter oder nach Wiedemann?’ durch Uberprojektion von 
idealen GauB-Kurven und tabellarische Berechnung. Beide Methoden lieferten 
leiche Ergebnisse. In allen azorubinhaltigen Seren wurde festgestellt, daB der 
arbstoff quantitativ an das Albumin gebunden war; die auf der absteigenden 
Bande isoliert sichtbaren Globulinkomponenten erwiesen sich stets als frei von 
Azofarbstoff. Die wesentlichen Daten der Elektrophoreseversuche bringen die 
Tab. 1—3. 


6. Adsorptionsprobe mit Azorubin beziehungsweise Naphtholgelb 
im Becherglas 


1 g des zu priifenden anionotropen Aluminiumoxydpriaparates wurde in 5 ccm 
einer 400-mg-proz. Lésung von Azorubin in Wasser aufgeschlammt, 4/, Stde. unter 
éfterem Umriihren stehen gelassen und abfiltriert. Die Azorubinkonzentration des 
Filtrates wurde im Pulfrich-Photometer mit dem Filter S 53° bestimmt und aus 
der Eichkurve I, Abb. 2, ermittelt. 


Der entsprechende Test mit Naphtholgelb wurde mit einer 300-mg-proz. waB- 
rigen Lésung unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt; Ablesung im Photometer 
mit Filter S 47 und Feststellung der Konzentration aus der Eichkurve. Die Ergeb- 
nisse sind in Tab. 5 bzw. 7 fiir verschiedene Praiparate zusammengestellt. 

Diese Tabellen zeigen, daB die Aktivitét der erhaltenen sauren Aluminium- 
oxydpraparate in erster Linie von der Qualitét des benutzten Ausgangsmaterials, 
nicht aber von der nach der Séurebehandlung angewendeten Trocknungstemperatur 
abhangig ist. Dies wird besonders an dem Adsorptionsverhalten des Priparates XVI 
ersichtlich, das unter den gleichen Bedingungen wie die Priparate I—XVIII, 
aber aus anderem Ausgangsstoff bereitet wurde. Auch die Herstellungen der 
Tab.7 zeigen dies deutlich. Ks ergibt sich weiter daraus ein stark unterschiedliches 
Verhalten verschiedener Lieferchargen des ,nach Brockmann standardisierten“ 
Aluminiumoxydpraparates. Auch Erhitzen auf héhere Temperatur andert hieran 
nichts: Priparat MK wurde 7 Stdn. auf 350 bzw. 600° erhitzt; die danach her- 
gestellten anionotropen Oxyde unterschieden sich in ihren Adsorptionseigenschaften 
nicht von dem Ausgangspraéparat MK. Offenbar werden die Adsorptionszentren, 
an denen durch die Saéureeinwirkung Na-Atome gegen Cl-Atome ausgetauscht 
werden, bei der thermischen Behandlung nicht verandert. 


7. Zusammensetzung des Gemisches anorganischer und organischer 
niedrigmolekularer Stoffe von Tab. 8 


Die Mischung wurde auf Grund der Angaben von Hallmann’®® fiir den 
Gehalt des Blutserums an den verschiedenen Stoffen zusammengestellt. Tab. 10 
gibt die Zusammensetzung der Lésung an. 


Tab. 10 
In 100 ccm Lésung waren enthalten: 


Harnsaure . 
Kreatin(in) 
Glucose 
27 EK. Wiedemann, Helv. Chim. Acta 80, 892 [1947 . 
*8 L. Hallmann, Klinische Chemie und Mikroskopie. 5. Aufl., Thieme, 
Stuttgart 1948. 
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Zusammenfassung 


. Es wird eine chromatographische Methode zur Bestimmung der 
relativen Bindefihigkeit normaler und pathologischer Seren fir 
Azorubin beschrieben. Auf diese Weise wird eine qualitative 
Charakterisierung des Serumalbumins erreicht. 

. Es wird ein Herstellungsverfahren fiir das hierzu verwendete 
anionotrope Aluminiumoxyd angegeben und die Priifung seiner 
Aktivitaét dargestellt. 

. Die Vorginge bei der Adsorption der Azorubinserumlésungen 
werden elektrophoretisch verfolgt. 

. Unter den hier verwendeten Bedingungen wird in normalen und 
pathologischen Seren eine Bindung von 2—10- 10-5 Mol Azorubin 
pro g Albumin nachgewiesen. 


Biochemie verzweigter Carbonsauren 
5 I, Mitteilung 
Stoffwechselversuche mit alkylierten Adipinsiuren 


Von 
Ginther Weitzel 


Experimentell mitbearbeitet von Hans Queckenstedt, Walter Grell. 
mann und Hans Lautner 


Aus den Physiol.-chem. Instituten der Universitéten Leipzig und Erlangen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Mai 1949) 


In Fiitterungsversuchen an Hunden wurden gepriift: 
a-Methyl-adipinsaure B-n-Hexy]-adipinsaure 
B- Methyl-adipinsaure B-n-Decyl]-adipinsaure 
a, B’-Dimethyl-adipinsaure sowie: 
B- ‘Athyl-adipinsiure Cyclohexanol 
B-n-Propy]-adipinsaure 1.3-Dimethyl-cyclohexen-(5) 
B-n-Butyl-adipinsaure d-Camphersaure. 


Darstellung der Saiuren: Die alkylierten Adipinséuren wurden 
mit Ausnahme der beiden erstgenannten, die im Leipziger Institut be 
reits vorhanden waren, auf folgendem Wege dargestellt: Alkylbenzol, 
Sulfonierung zur p-Alkyl-benzolsulfonsiure, Uberfiihrung in das Alkali- 
salz und Kalischmelze, #-Alkyl-phenol, Hydrierung zum -Alkyl-cyclo- 
hexanol, Oxydation zur §-Alkyl-adipinsiure. Nur bei der «, B’-Dimethyl- 
adipinsaiure diente kiufliches symm. Xylenol als Ausgangsprodukt. Die 
Sulfonierung der Alkylbenzole, die bis auf Athylbenzol simtlich durch 
Fittig-Synthese gewonnen wurden, erfolgte durch Zutropfenlassen von 
konz. H,SO, bei 100—150°, wobei in Ubereinstimmung mit der Lite 





(1950) 


g der 
n fiir 
tative 


ndete 
seiner 


ingen 


1 und 
rubin 


Bd. 285 (1950) Biochemie verzweigter Carbonsiuren I 59 


ratur? 3 ausschlieBlich die p-Alkyl-benzolsulfonsiure entstand. Deren 
Alkalisalz wurde der Kalischmelze unterworfen. Auf Grund der Mengeund 
Reinheit des erhaltenen Phenols wurden die drei altbewahrten Methoden 
zur Darstellung des Alkalisalzes und dessen Eignung zur Schmelze am 
Beispiel der Propylbenzolsulfonsiure miteinander verglichen. a) Uber- 
fihrung des zunichst dargestellten Ba-Salzes in das K-Salz. b) Direkte 
Gewinnung des K-Salzes. c) Direkte Gewinnung des Na-Salzes. Die 
Methode c) (Kalischmelze des Na-Salzes) war den beiden anderen weit 
iiberlegen. 

Die katalytische Hochdruckhydrierung* der Alkylphenole zu Al- 
kyleyclohexanolen (Nickelkatalysator) ging stets ziemlich langsam und 
gleichmiBig vor sich. Immer mu8te mehrere Tage lang hydriert werden. 
Fir die oxydative Ringéffnung substituierter Cyclohexanole erwies sich 
Salpetersiure mit Zusatz von etwas Vanadinsalz als giinstig; bei anderen, 
zu kraftigen Oxydationsbedingungen erhielt man mehr oder weniger 
Oxal- und Bernsteinsiure. Von den hier beschriebenen Saiuren wurde 
die «, 8’-Dimethyl-adipinsiure in ahnlicher Weise aus 1.3-Dimethyl- 
cyclohexanon-(5) friiher dargestellt*; in anderer, nicht sehr rationeller 
Weise sind durch Kettenverlingerung aus den entspr. Alkylbernstein- 
siuren iiber Glykol, Dibromid und Dinitril die £-Athyl5-, B-n-Propyl®- 
und #-n-Butyl®-adipinsiure gewonnen worden. 

Die Léslichkeitsverhaltnisse der #-Alkyl-adipinsiuren sind 
bemerkenswert: 

Tab. 1. Wasserléslichkeit der £-Alkyl-adipinséuren 
(g Séure in 100 g Wasser bei 20° C) 
n-Adipinsiure: 1,87 B-n-Propyl-adipinsiure: 6,29 
B-Methyl-adipinséure: 26,41 B-n-Butyl-adipinsiure: 0,81 
B-Athyl-adipinsiure: 196,60 6-n-Hexyl-adipinsiure: unter 0,01. 
Ahnlich verhalten sich die Monoalkylbernsteinsauren: 
Tab. 2. Wasserlislichkeit der Alkylbernsteinsiuren 
(g Séure in 100g Wasser bei 4° C) 
n-Bernsteinsaure: 3,03 
Methyl-bernsteinsaure: 25,93 
Athyl-bernsteinsiure: 23,68 
n-Propyl-bernsteinséure: 4,73 
n-Butyl-bernsteinsaure : 2,57 
n-Hexyl]-bernsteinsiure: 0,06 

Bestimmung der Léslichkeit: Von der bei 20° bzw. 4° gesittigten wassrigen 
Lésung der Séure wurde ein genau gewogener Anteil zuerst weitgehend im Vakuum- 
exsikkator, zuletzt im Trockenschrank bis 90° gewichtskonstant getrocknet. 


1 L. Sempotowski, Ber. dtsch. chem. Ges. 22, 2662 [1889]. 
* Th. Zincke, Liebigs Ann. Chem. 822, 187 (Anm.) [1902]. 
ries 3 J.v. Braun, L. Mannes u. M. Reuter; Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 1499 
3]. 
* Fir die Ausfiihrung der Hydrierungen sind wir Hrn. Prof. W. Treibs und 
dey Firma Schimmel! & Co., Miltitz b. Leipzig, zu grofem Dank verpflichtet. 
4 J.v. Braun u. W. Hensel, Ber. dtsch. chem. Ges. 59, 2011 [1926]. 
5 W. Keil, diese Z. 276, 26 [1942]. 
6 J. v. Braun, Liebigs Ann. Chem. 490, 179 [1931]. 
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Bei verzweigten Dicarbonsiuren bewirkt also die Seitenkette an. 
fanglich eine starke Erhéhung der Léslichkeit, die bei Alkylbernstein. 
und Alkyladipinsauren erst bei C, wieder Werte erreicht, die unter der 
Léslichkeit der Stammsiure liegen. Die geringe Léslichkeit der nor. 
malen Adipin- und Bernsteinsiure diirfte auf den hohen Kohisions. 
kriften des Kristallgitters sowie auf der Fahigkeit zur Ubermolekiil. 
bildung beruhen, welche den Isodicarbonsiuren durch ihre gebogene 
Kettenform mehr oder weniger verwehrt ist. 


Ergebnisse der Fiitterungsversuche und Diskussion 


In einer ersten Versuchsserie wurden «-Methyl- und «, B’-Dimethyl- 
adipinsaure an je 2 Hunde verfiittert’, jeweils 20 g pro Hund in 2 Tagen. 


Tab. 3 





Wieder ausgeschieden 


ase Toleranz 


Hund Alky]- Belastung 


adipinsdure | g/kg u. Tag 0f g/kg u. Tag 
/ 0 





Lady |: «-Methyl- 0,50 61,¢ 32,0 0,34 
Senta 7 é 0,55 32 31,5 0,37 


Lady 
0,50 39,3 0,30 


Senta 
0,55 74,6 43,9 0,28 














Von beiden Hunden wurde demnach die zweifach methylierte Siure 
etwas schlechter abgebaut als die einfach methylierte. Da ein Parallel- 
versuch mit m-Adipinsaure an den gleichen Tieren nicht mehr ausgefiihrt 
werden konnte, laBt sich die Differenz zur unsubstituierten Stamm. 
siure nicht genau festlegen. 

In einer zweiten Versuchsserie wurde die Reihe der £-Alkyl-adipin- 
siuren zusammen mit -Adipinséure an einen Hund (Str. 14 kg) unter 
einheitlichen Versuchsbedingungen verfiittert®: 


Tab. 4 





Belastung Ausgeschieden Toleranz* 


Saure g/kg roh rein 
uTag} g¢ %| g % [oeu-Tag 








n-Adipinsaéure 0,71 14,9 = 74,5 | 12,2 = 60,1 0,27 
B-Methyl-adipinsaure 0,71 6,8 = 15,4 = 77,0 0,16 
f-Athyl-adipinsaéure 0,66 5, ,6 | 14,8 = 80,0 0,13 
B-n-Propyl-adipinsaure | 2 0,71 = 16,8 = 84,0 0,11 
B-n-Butyl-adipinséure 0,71 y 15,7 = 78,5 0,15 
B-n-Hexyl]-adipinsaure 0,63 : 3,2 = 36,4 0,40 
B-n-Decyl-adipinsaure 0,43 f : 
* Toleranz berechnet auf ,,ausgeschieden rein g“. 


7 H. Queckenstedt, Med. Diss. Leipzig 1943. 
8 H. Lautner, Med. Diss. Erlangen 1948. 
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Die schwer verbrennbare n-Adipinsiure, die sehr oft an Mensch 
und Tier verfiittert wurde®, erfihrt also durch Methylsubstitution in 8 
eine weitere deutliche Erschwerung des Abbaus, die sich iiber £-Athy]l- 
und f-Propyl-adipinsaiure fortsetzt, wihrend die #- Butylverbindung 
wieder etwas besser abgebaut wird. Emmrichs?° Fiitterungsversuch 
mit §-Methyl-adipinsaure stimmt praktisch mit unserem Befund iiberein. 
Wie bei Alkylmalon-" und Alkylbernsteinsiuren! ! tritt auch hier 
mit wachsender Lange der Seitenkette gegeniiber den kurzen Alkylen 
eine starke Toleranzerh6hung auf: von der Hexyladipinsiure fand sich 
im Harn nur etwa 1/,; der verfiitterten Menge wieder, Abbauprodukte 
lieBen sich nicht isolieren. Bei Decyladipinsiiure bestand der gereinigte 
Atherextrakt aus 0,5 g eines tiefbraunen, dicken Oles, das nach vier- 
monatiger Aufbewahrung bei Temperaturen bis —20° keine Kristall- 
bildung zeigte und auch bei Behandlung mit verschiedenen Lésungs- 
mitteln nicht zum Kristallisieren zu bringen war. 


Im Gegensatz zu Bernsteinsiure, deren Vorkommen in fast alien 
Geweben nachgewiesen ist!* und die der Mensch regelmaBig im Harn 
ausscheidet®, mu Adipinsiure nach allen bisherigen Kenntnissen als 
kérperfremde Substanz betrachtet werden. Diese Ansicht stiitzt sich 
vor allem auf die hohen Ausscheidungsquoten der -Adipinsiure und 
ihrer mit kurzen Alkylen substituierten Derivate. 


Dabei 14Bt sich heute nicht sagen, ob fiir den Abbau solcher Dicar- 
bonsiuren der limitierende Faktor durch die iuBeren Zellgrenzflichen 
oder durch das Zell-Innere im System der Abbaufermente gegeben ist. 
Im ersten Falle wiirde die Zellwand zwischen dem leicht permeierenden 
Succinat oder auch Glutarat und dem nur schwer eindringenden Adi- 
pinat eine scharfe Grenze ziehen, so daB Adipinat im wesentlichen extra- 
zellular bleiben und von der Niere unverandert ausgeschieden wiirde. 
Im zweiten Falle wiirde Adipinat zwar leicht in die Zelle einwandern, 
dort aber als diffusibler Fremdling die geeigneten Verbrennungsorte 
nicht erreichen oder an ihnen nicht haften und daher von den Abbau- 
fermenten nur mit Miihe angegriffen werden kénnen, die Zelle ebenso 
leicht wieder verlassen und der Niere angeboten werden. Die besonders 
schlechte Verbrennbarkeit der niederen Alkyladipinsauren ]a8t sich dann 
damit erkliiren, da8 die fiir Adipinsiure sowieso nicht eingerichteten 
Zellfermente durch die sperrigen kurzen Alkyle noch zusitzlich gestért 


® G. Weitzel, diese Z. 282, 185 [1947]; Ber. Verh. siichs. Akad. Wiss. Leipzig, 

math. ~physische Kl. 93, 9 [1941]. Hier auch Literaturiibersicht. 
®° R. Emmrich, diese Z. 261, 61 [1939]. 

 K. Bernhard, diese Z. 269, 135 [1941]. 
f1941}, R. Emmrich, P. Neumann u. J. Emmrich- Glaser, diese Z. 267, 228 

13 K. Bernhard u. H. Lincke, Helv. chim. Acta 29, 1457 [1946]. 

M4 §. Forssmann, Acta physiol. Scand. 2, Suppl. V [1941]. 

1 G. Weitzel, diese Z. 282, 174 [1947]. 
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werden, so daB z. B. 8-n-Propyl-adipinsiure fast unangegriffen den Tier. 
kérper passiert. Fiir die Annahme, da8 das sterische Verhalten der kurzen 
Seitenkette ausschlaggebend fiir die erschwerte Verarbeitung im Stoff- 
wechsel ist, spricht das analoge Verhalten der Alkylbernstein- und Alkyl. 
adipinsiuren im Fiitterungsversuch, vor allem aber der Vergleich ihrer 
Toleranzwerte mit den Schmelzpunktkurven"®: 


Emmrich und Mitarbb.” priiften die niederen Monoalkylbernstein- 
siuren im Fiitterungsversuch und fanden, daB ihre Verbrennbarkeit 
mit wachsendem Alkyl von Methyl bis Butyl fortlaufend sinkt, um von 
Hexyl ab wieder anzusteigen. Wir selbst priiften nochmals die Butyl- 
bernsteinsdéure und erhielten fast das gleiche Ergebnis wie Emmrich. 
Als Toleranzwerte (= Menge der pro kg Kérpergewicht und Tag ver- 
brannten Saure) ergeben sich: 


Tab. 5. Toleranzwerte der Monoalkylbernsteinsdure 





Bernsteinsaure: ii n-Propylbernsteinsaure: 0,09 g 
Methyl-bernsteinsaure: n-Butylbernsteinsaure: 0,07 g¢ 
Athyl]-bernsteinsaure : n-Hexylbernsteinsiure: 0,09 g 


Die entspr. Toleranzwerte der #-Alkyladipinsiuren siehe oben in 
Tab. 4. 

Sowohl bei den niederen Alkylbernstein- wie auch bei den Alkyl- 
adipinsaéuren beschreiben diese Werte Kurven, die eine auffallende Ahn- 
lichkeit mit den Schmelzpunktkurven haben’®: 


Monoalky/-bernsfeinsauren 





Schmelzpunkte Toleranzwerte 

















1 1 
6 7 = 
offzah! der Seitenketfe 


16 Vorl. Mitt. G. Weitzel, A. M. Fretzdorff, J. Wojahn, W.Savelsberg 
u. K. Thomas, Nature [London] 163, 406 [1949]. 
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[-Alky!-adipinséuren 





Schmelzpunkte Toleranzwerte 
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Die Deutung dieser eigenartigen Parallele diirfte darin liegen, daB 
kurze, seitenstiindige Alkyle den Aufbau des Kristallgitters ebenso stéren 
wie die Einwanderung in die Zelle und den Angriff der Abbaufermente. 
Die kurze Seitenkette sperrt. Dabei steigt die Hemmung von Methyl 
bis. Butyl bzw. Propyl an. Bei den Alkylbernsteinsauren fallen beide 
Kurven bis C,, bei den Alkyadipinsauren bis C,;, um dann wieder anzu- 
steigen. Bei langeren Alkylen (iiber C; bzw. C,) divergieren beide Kurven, 
da die Verbrennbarkeit im Stoffwechsel dann sehr rasch besser wird. 
Von der Hexyladipinséure, Heptylbernsteinsaure!* 17 und Octylmalon- 
siure!! an aufwirts tritt eine betrichtliche Besserung der Toleranz ein. 
Datiir lassen sich zwei Griinde anfiihren: 

1) Aus Messungen des Flaichenbedarfs monomolekularer Filme! 
geht hervor, daB ab C;/C, die Seitenkette an Starrheit verliert und sich 
mit zunehmender Kohlenstoffzahl schlieBlich parallel zur Hauptkette 
stellen kann. Damit scheint aber auch die enzymatische Hemmung, 
soweit sie auf dem sterischen Effekt der Verzweigung beruht, zuriickzu- 
gehen. 
2) Isodicarbonsaiuren mit langeren Seitenketten sind ausgesprochen 
lipoidléslich, ihre Salze kénnen unter Umstinden deutliche Seifen- 
wirkungen!® entfalten. Hexyl- und Decyladipinsiuren kénnen aufgefaBt 
werden als Dekan- bzw. Tetradekansiure, die am y-C-Atom mit einem 
Essigsiurerest substituiert sind. Es ist anzunehmen, daB sie die Zell- 
membranen an anderer Stelle durchwandern und im Zellinnern anders 
lokalisiert und auch verarbeitet werden als die hydrophilen, niedrig 
molekularen Isodicarbonsauren. 

Fiir Octyl-, Nonyl- und Decylmalonsiure!™ und fiir Nonyl- und 
Decylbernsteinsiure!® konnte Bernhard durch Isolierung der Tri- 
carbonsiiuren die Methyloxydation des Alkyls nachweisen. Bei Nonyl- 
bernsteinsiure war auBerdem die Seitenkette dreimal $-oxydativ ver- 


” K. Thomas, G. Weitzel u. P. Neumann, diese Z. 282, 192 [1947]. 
18 W. Franke, diese Z. 280, 76 [1944]. 
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kiirzt und am y-C-Atom oxydiert worden, so daB die B-Carboxy-y-oxy. 
adipinsdure im Harn erschien. Fiir den Hund sind die Monocarbon. 
siuren C,—Cy, ,,diacidogen“; die Verzweigungen, bei denen Bernhard 
Methyloxydation beobachtete, gehéren zu derselben Kettenlange. Dem. 
entsprechend muBten wir bei Decyladipinsiure Tricarbonsdureausschei. 
dung erwarten; leider lieB sich aus den 500 mg Rohextrakt, die nach 
einmaliger Gabe von 6 g Decyladipinsiure anfielen, eine definierte Sub. 
stanz nicht isolieren. 

Es ist denkbar, da8 Adipinsiure beim Abbau anderer Verbindungen 
in der Zelle entsteht, aber in statu nascendi sofort weiter verbrennt und 
restlos verschwindet, daB sie also eine sehr gute Toleranz im eigentlichen 
Stoffwechsel der Zelle besitzt. Dann wiirden uns alle Fiitterungsver. 
suche tauschen, weil die zugefiihrte Saiure nicht oder nicht in der rich. 
tigen Form die wirklichen Abbaustiitten erreicht. Deshalb wire es be. 
deutsam, wenn man nach Fiitterung einer der Adipinsiure chemisch 
fernstehenden und daher auch anders permeierenden Substanz, die aber 
vermutlich tiber die Adipinsaurestufe abgebaut wird, die Ausscheidung 
von Adipinsiure im Harn nachweisen kénnte. Aus diesem Grunde ver. 
fiitterten wir Cyclohexanol?® und 1.3-Dimethyl-cyclohexen-(5), 
Beide Verbindungen werden in vitro durch geeignete Oxydationsmittel 
leicht zu Adipin- bzw. «, 6’-Dimethyl-adipinsiure aufgespalten. 


Nach Fiitterung héherer geradzahliger Dicarbonsiuren, z. B. Seba § 


zinsdure®®, Korksaéure*! und der Disiuren C,,, Cy, und C,,22, wurde Adi- 
pinséure mehrfach als Abbauprodukt gefunden, allerdings stets in sehr 
geringen Anteilen. Der weitere 6-oxydative Abbau zeigte sich im Nach. 
weis kleiner Mengen Anilidobernsteinsiure und Succinanil nach der 
Verfiitterung der Halbanilide der Adipin- und Sebazinsaéure an Hunde®, 
DaB die héheren Dicarbonsiiuren f-oxydativ verkiirzt werden, dafir 
spricht auch Bernhards™ Befund, wonach bei gleichzeitiger Verfiitte. 
rung der Dicarbonsauren C,, oder C,, mit deuterierter Korksaure eine 
Verdiinnung des D-Gehaltes der letzteren eintritt, so daB sich also ent- 
standene und verfiitterte Korksiure vermischt haben. Alle diese Ver- 
suche sprechen jedoch nicht dafiir, daB es sich bei den Dicarbonsauren 
mittlecer Kettenlinge um ein zellvertrautes Material handelt. 

Bernhard® priifte Cyclohexanol am Hund, indem er es s.c. in 
kleinen Mengen (0,238 g/kg/Tag) injizierte. Er konnte weder die Sub- 
stanz selbst wiederfinden noch ihre Dehydrierung zu Phenol oder ihre 
Aufspaltung zu Adipinsiure nachweisen. Er spricht die Ansicht aus”: 
,.Man miiBte wahrscheinlich die Cyclohexanoldosen bedeutend steiger, 
um zum Nachweis der Adipinsaéure zu kommen.“ 

19 W. Grellmann, Med. Diss. Erlangen 1947. 

20 B. Flaschentrager u. K. Bernhard, diese Z. 238, 221 [1936]. 

21 K. Bernhard u. M. Andreae, diese Z. 245, 103 [1937]. 

22 R. Emmrich u. I.Emmrich-Glaser, diese Z. 266, 183 [1940]. 

23 B. Flaschentrager, B. u. K. Bernhard, diese Z. 256, 71 [1938]. 


24 K. Bernhard, Helv. chim. Acta 24, 1412 [1941]. 
25 K. Bernhard, diese Z. 248, 256 [1937]. 
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Wir verfiitterten daher an einen Hund in 7 Tagen 64 g Cyclohexanol 
(z. Tl. mehr als 1 g/kg u. Tag). Daraus haitten max. 93 g (!) Adipinsaure 
entstehen kénnen, so daB bei einer angenommenen Ausscheidungsquote 
von 50% ca. 46 g Séure im Harn hitten erscheinen miissen. Der Harn- 
extrakt der 8 Versuchstage wog aber nur 16,4 g und entsprach der bei 
jenem Hund und dem betreffenden Futter zu erwartenden Normalmenge. 
Es war weder Cyclohexanol noch ein Abbauprodukt daraus zu isolieren. 
Ebenso negativ verliefen Fiitterungsversuche mit 1.3-Dimethyl- 
cyclohexen-(5), welches wegen seines ligroinartigen Geruchs den 
Hunden nur in geringerer Menge beigebracht werden konnte. Ein Oxy- 
dationsversuch mit Dimethylcyclohexen in vitro lieferte glatt die «, B’- 
Dimethyl-adipinsiure. Wurde zu kraftig oxydiert, so erschien jedoch 
Oxalsiure als Oxydationsprodukt. Nun fanden wir im Tierversuch eben- 
falls Oxalsiiure nach Fiitterung von Dimethylcyclohexen, so daB zunichst 
angenommen wurde, die biologische Oxydation sei bis zur Stufe der 
Oxalsiiure gegangen. Ein Kontrollversuch an den gleichen Tieren ohne 
Fiitterung der Substanz zeigte aber dann, daB die Hunde etwa die 
gleiche Oxalsdureausscheidung beibehielten: 3,9mg pro / Harn mit, 
3,2 mg Oxalsiiure// ohne Dimethylcyclohexen. 

In diesem Zusammenhang verfiitterten wir auch Camphersaure 
an einen Hund, da man diese Verbindung formalchemisch als eine 
a-Methyladipinsaure auffassen kann, bei der die C-Atome « und «’ durch 
ein quartires, zweifach methyliertes C-Atom verklammert sind. 

Die Abbauméglichkeiten sind hier sicher durch die beiden quartiren 
C-Atome ganz besonders behindert. 


COOH 
H,C - ¢—— 
CH, H;C- C- CH; 
CH, 
He-———— 
‘ooH 


In unserem Fiitterungsversuch mit d¢-Camphersiure am Hund 
wurde die Saiure trotz hoher Belastung (bis 1 g/kg K6érpergewicht) an- 
standslos vertragen. In 6 Tagen wurden 76 g zugefiihrt und davon 68,4 g 
reine Siure wieder ausgeschieden. Die Ausscheidungsquote (90%) war 
also auBerordentlich hoch, die Siure wurde kaum angegriffen. Abbau- 
produkte wurden nicht gefunden; allerdings hatte in den letzten, nicht 
mehr kristallisierenden dligen Mutterlaugen, die wir aus éuBeren Griinden 
nicht mehr aufarbeiten konnten, noch ein Abbauprodukt vorhanden 
sein kénnen. 

Der in der Camphersiiure vorliegende substituierte Cyclopentan- 
ring wird praktisch nicht angegriffen. Auch das Ringsystem des Camphers 

Hopye-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 285 5 
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selbst widersteht der biologischen Oxydation weitgehend; es kommt nur 
zur Bildung von Carbonyl- und alkoholischen Hydroxylgruppen ohne 
Aufbrechen des Ringes®® 27, 


[Beschreibung der Versuche 
A. Darstellung der Siuren 


Die «-Methyl-adipinsaure wurde uns dankenswerterweise von Hrn. Dr, 
P. Neumann iberlassen; er hatte sie aus Adipinsiurediathylester durch intra- 
molekulare Esterkondensation nach Dieckmann”*® hergestellt. Schmp. 56,5—57,5°, 


Analyse: 3,404, 3,184 mg Sbst.: 6,569, 6,142 mg CO,, 2,256, 2,110 mg H,0. 
C,H,20, (160,2). Ber. C 52,47, 7,56. 

ped Gef. C 52,63, 52,61, H, 7,42, 7,42. 

Die B-Methyladipinsaure war das gleiche Praparat, welches bereits Emmrich! 
verfiittert hatte. 

a, B’-Dimethyl-adipinsaure 

1,3-Dimethyl-cyclohexanol-(5): 3000 g symm. Xylenol (Ges. £. Teerver. 
wertung) durch Vak.-Dest. gereinigt; Sdp.,, 112—113°, Schmp. 683—64°. Ver. 
fliissigen des Xylenols durch Erwirmen, vermischen mit dem Katalysator (Nickel 
als 10-proz. Zusatz). Hydrierung: 12 Stdn., 70—80 at/20°, H,-Aufnahme bei 120 
bis 160°. Aufarbeitung des Autoklaveninhaltes: Herausspiilen mit Athanol, abfil- 
trieren des Katalysators, abdestillieren des Athanols, aufnehmen des Oles in 
dem gleichen Volumen Ather, waschen mit 2-n. NaOH (6 x 100 ccm), abdampfen 
des Athers, trocknen mit Na,SO,, Vakuumdestillation (81°/13 mm). Danach Millon- 
sche Probe negativ. Das Dimethylcyclohexanol kristallisierte bei Zimmer- 
temperatur teilweise aus. Absaugen der Kristalle. Schmp. 33—35°. 

1,3-Dimethyl-cyclohexanon-(5)*: a) mit Eisessig-Chromsaure: Aus 
64 g Dimethylcyclohexanol, 33 g CrO;, 50 g H,O und 300 g Hisessig. Oxydation 
5 Stdn. unter Rihren und Eiskiihlung. Reinigung des Ketons iiber Bisulfitverbin- 
dung. Sdp... 68°. 

b) mit KMnO, nach Ruhil*®: 128g Dimethylcyclohexanol, 127g 
KMn0O,, 94 g Ca(NO;).-H,O, 1000 ccm Aceton. Dimethylcyclohexanol und Aceton 
im Dreihalskolben vermischt, KMnO, mit Ca-Nitrat fein verrieben und portions. 
weise zugegeben. 8 Stdn. oxydiert, Reaktionstemperatur 20° (Kithlung!). Absaugen 
vom Braunstein, waschen des MnO, mit Aceton, abdampfen des Acetons. Destil- 
lieren bei 760 mm: 179—180,5°. Reinigung iiber Bisulfitverbindung. Ausb.: 92g 
(73% d. Th.). Das Keton lie8 sich in das bekannte Semicarbazon (Schmp. 191°) 
iiberfiihren. p-Nitrophenylhydrazon: 158°. 

a, B’-Dimethyl-adipinsaure?: 256 g 1.3-Dimethyl-cyclohexanol-(5), 
840 g 50-proz. HNO,, 0,8 g Ammonvanadat. Zutropfenlassen des Alkohols zu Sal- 
peterséure und Katalysator innerhalb 90 Minuten. Kiihlung mit Eiswasser. Reak- 
tionstemperatur: 60—70°. Nach Beendigung der Oxydation Neutralisation der 
Lésung mit Natronlauge, fraktionierte Fallung mit AgNO, und Pb(NO,),. Zerlegung 
der Silbersalze mit HCl, der Bleisalze mit H,SO,. Atherauszug der Filtrate. Nach 
Abdampfen des Athers kristallisierte der Riickstand im Kihlschrank und wurde 
aus rauchender Salzséure umkristallisiert. Ausb. 210 g (60% d. Th.). Schmp. 65 
bis 66°. Misch-Schmp. mit einer Saéure, die durch Permanganat-Oxydation ge- 
wonnen wurde: 64—66°. 


26 F, Reinartz, Ber. dtsch. chem. Ges. 67, 548 [1934]; W. Zanke, Ber. 
dtsch. chem. Ges. 69, 2259 [1936]; K. Meesen, Ber. dtsch. chem. Ges. 72, 3 [1939]. 

27 M. Ishidate u. T. Sano, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 1189 [1941]. 

28 W. Dieckmann, Ber. dtsch. chem. Ges. 27, 102 [1894]. 

29 K. Ruhl, Diss. Leipzig 1940. 
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3,297, 3,084 mg Shbst.: 6,696, 6,282 mg CO,, 2,290, 2,208 mg H,O. — 103,2 mg 
Sbst. verbr. 11,90 com 0,l-n. NaOH. 2 
C,H,,0, (174,2). Ber. C 55,1, H 8,0, Aquiv.-Gew. 87. 
Gef. C 55,39, 55,5, H 7,77, 8,01, Aquiv.-Gew. 86,7. 


Bei einem anderen Oxydationsversuch wurden die stark eingeengten Filtrate der 
Blei- und Silberniederschlige erschépfend mit Ather ausgezogen, der Atherriick- 
stand verestert, der Ester fraktioniert. Neben «, 6’-Dimethyl-adipinséure-diathyl- 
ester (Sdp.y. 125°) erhielt man eine von 102—106°/12 mm tibergehende Fraktion, 
die nach Verseifung und Umkristallisieren aus Essigester/Petrolither reine Methy]- 
bernsteinsadure lieferte. Schmp. 114—115°. Kaéufliche Methylbernsteinsaure: 
Schmp. 114—115°, Misch-Schmp. 114—115°. 


p-Athyl-adipinsaure 

Athylbenzol, dargestellt nach Friedel-Crafts®®. Sdp. 135°. 

p-Athylphenols 2: Sulfonierungsansitze zu je 100 com Athylbenzol und 
100 com konz. H,SO,. Gewinnung des Kaliumsalzes der p-Athylbenzolsulfonsiure 
iiber das Bariumsalz. In einigen Ansitzen wurden je 180 g dieses Salzes mit 360 g 
KOH geschmolzen. Reaktionsbeginn in der Schmelze: 225—230°, von da ab inner- 
halb 10 Min. Anstieg bis auf 270°. Das rohe Athylphenol wurde durch dreimalige 
Destillation gereinigt, 6 Stdn. mit 30 g eines Nickelkatalysators auf 160° erhitzt, 
abfiltriert und nochmals destilliert. Sdp. 212—215°. Durchschnittliche Ausbeute: 
Aus 930 g Athylbenzol 330 gz reines p-Athylphenol (30,3% d. Th.). 

p-Athyl-cyclohexanol*: 200g p-Athyl-phenol (Sdp. 212—215°) wur- 
den ohne Anwendung eines Lésungsmittels mit 20 g Nickelkatalysator hydriert. 
Anfangsdruck: 100 at/20°. Langsame Steigerung der Temperatur auf 150°. Bei 
125° begann die Aufnahme des Wasserstoffs, die langsam, aber gleichmafig vor 
sich ging. Nachdem etwa 50% des Athylphenols hydriert waren, wurde nach 39 Stdn. 
abgebrochen. Das nach Aufarbeitung zuriickgewonnene Athylphenol (103 g) wurde 
in gleicher Weise erneut hydriert. 

Aufarbeitung: Das Hydrierungsprodukt wurde mit Toluol aus dem Auto- 
klaven herausgespilt, vom Katalysator abfiltriert und bei Normaldruck destilliert: 
Die von 182—-205° iibergehende Fraktion muBte das gesuchte Athylcyclohexanol 
enthalten, wahrend die von 205—215° siedenden Anteile in der Hauptsache aus 


nicht hydriertem Athylphenol bestanden. Die 1. Fraktion, die noch eine positive” 


Millon-Reaktion zeigte, wurde zur weiteren Reinigung in Ather aufgenommen, 
sechsmal mit je 100 ccm 1-n. NaOH ausgeschiittelt, mit Na,SO, getrocknet und 
destilliert. Sdp. 193—194°. 
p-Athyl-adipinsaiure: 200 cem HNO, (d 1,34) wurden im Wasserbad auf 
90° erwirmt. Zugabe von 100 mg Ammonvanadat. Nach Entfernen des Wasser- 
bades lie8 man innerhalb 3 Stdn. 58 g p-Athylcyclohexanol zutropfen. Die sofort 
einsetzende Reaktion muBte zeitweilig mit Eiswasserkiihlung gedrosselt werden, 
so da dauernd eine Reaktionstemperatur von 70° aufrecht erhalten wurde. Nach 
Zugabe alles Athyleyclohexanols wurde noch 1 Stde. im Wasserbade von 90° ge- 
halten. Es blieb eine smaragdgriine, klare Lésung. Aufarbeitung: Neutralisation 
mit 2-n. NaOH, Silbersalz, Zerlegung mit warmer verd. HCl, Atherauszug. Der 
Atherriickstand war zunichst ein diinnes, gelbes 01, das nach zwei Tagen bei 4° 
Kristallinseln zeigte und nach 4 Tagen seifig kristallisierte. Rohausbeute 50 g. 
Dreimaliges Umkristallisieren aus rauchender HCl, dann mehrfach aus Benzol- 
Petrolither. Schmp. 58,5—60°. Ausb. an analysenreinem Produkt 41 g (52% d. Th.). 
3,400, 3,938 mg Sbst.: 6,863, 7,954 mg CO,, 2,457, 2,810 mg H,O. — 100,6 mg 
Sbst. verbr. 11,45 com 0,l-n. NaOH. “ 
C,H,,0, (174,2). Ber. C 55,1, H 8,0, Aquiv.-Gew. 87.1. 
Gef. C 55,05 55,09, H 8,09, 7,98, Aquiv.-Gew. 87,8. 


30 C. Radziewanowski, Ber. dtsch. chem. Ges. 27, 3235 [1894]. 
5* 
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Monoamid: 500mg Athyladipinsaure (Schmp.55—56°) mit 20 cem SOG, 
auf dem Wasserbade erwéimt, das iiberschiissige SOC), abdestilliert, der Riick- 
stand mit 50 ccm konz. Ammoniak bedeckt. Nach 24 Stdn. NH, abdestilliert. Der 
trockene Riickstand mit reichlich absol. Aceton ausgezogen, der Acetonriickstand 
aus H,O umkristallisiert. Zwei Kristallfrakticnen wuiden isoliert: eine nicdrig 
schmelzende (Schmp. 128—131°), im H.O schwer lésliche, die sich als das Mono- 
amid erwies, und eine héher schmelzende (Schmp. 176—179°), in H,O leicht lésliche 
Fraktion, die offenbar das Diamid darstellte. Letzteres konnte mangels Masse nicht 
weiter gereinigt werden. 

® 3,393, 3,243 mg Sbst.: 6,933, 6,608 mg CO,, 2,676, 2,533 mg H,O. — 4,032, 
3,368 mg Sbst.: 0,300, 0,246 ccm N, (24°, 756 mm). 

C,H,;0,N (niedrigschmelzend). Ber. C 55,5, H 8,7, N 8,1. 

Gef. C 55,73, 55,57, H 8,82, 8,74, N 8,30, 8,15. 


B-n-Propyl-adipinsaure 


Propylbenzol dargestellt nach Fittig**. Sdp. 157°. 

p-n-Propyl-phenol: Sulfurierungsansitze zu je 100 ccm Propylbenzol 
und 100—130 ccm konz. H,SO,. 

3 Ansatze (300 ccm Propylbenzol) fiihrten iiber das Bariumsalz zum Ka" 

liumsalz, 

2 Ansitze (200 ccm Propylbenzol) mit direkter Gewinnung des Kaliun- 

salzes, 

5 Ansiitze (496 ccm Propylbenzol) mit direkter Gewinnung des Natrium- 

salzes. 
Zur Schmelze wurden etwa jeweils 130 g Alkalisalz der Propylbenzolsulfon- 
sdure mit der doppelten Menge KOH angesetzt. Reaktionstemperatur in der 
Schmelze: etwa 240°, Steigerung innerhalb 15 Min. auf 285°. Das rohe Propyl- 
phenol wurde durch zweimalige Destillation bei norm. Druck gereinigt. Die von 
226—232° iibergehende Fraktion wurde weiter verarbeitet. Die beiden Fraktionen 
der K-Salze und das Na-Salz der Propylbenzolsulfonsiure wurden getrennt ins 
Phenol tiberfiihrt: Man erhielt: 
a) iiber das Ba-Salz: aus 275g Propylbenzol 101 g Propylphenol (32,4% 
d. Th.), 

b) aus dem K-Salz direkt: aus 183 g Propylbenzol 70 g Propylphenol (33,7% 
d. Th.), 

c) aus dem Na-Salz: aus 427g Propylbenzol 268g Propylphenol (55,4% 
d. Th.). 

Der beste Einzelansatz erbrachte iiber das Na-Salz eine Ausbeute von 65,7% 
d. Theorie. Weitere Reinigung durch Erhitzen mit einem Nickel-Katalysator. Nach 
Aufnehmen in wenig Ather, abfiltrieren vom Katalysatorschlamm und erneuter 
Destillation lag der Sdp. des reinen p-n-Propylphenols bei 228°/760 mm. 

p-n-Propyl-cyclohexanol: 77 g p-n-Propyl-phenol (Sdp. 228°) wurden 
mit 20 g Nickelkatalysator 23 Stdn. hydriert. Bei einem Anfangsdruck von 70 at 
H, bei 20° begann die Wasserstoffaufnahme bei 130°. Aufarbeitung wie bei den 
vorhergehenden Hydrierungen. Die von 208—220° siedende Fraktion wurde ven 
restlichem Phenol befreit und zeigte nach zweimaliger Destillatién den Sdp. 212° 
Ausb. 71 g p-n-Propyl-cyclohexanol. Farbloses Ol von schwach pfefferminzartigem 
Geruch. 

B-n-Propyl-adipinsaiure: 40g p-n-Propylcyclohexanol, 200 ccm 
HNO, (d 1,30), 100 mg Ammonvanadat bei 70° 150 Min. oxydiert. Aufarbeitung: 
Nach Neutralisation mit NaOH Ausfallung des Silbersalzes, Zerlegung mit verd. 
HCl-Atherauszug. Atherriickstand: Gelbes, sehr langsam kristallisierendes Ol. Nur 
aus rauchender HCl Umkristallisation méglich. 


31 Siehe C. Weygand, Org.-chem. Experimentierkunst, Leipzig 1938, S. 478. 
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Fraktion I: 16g Schmp. 50—51° 

Fraktion II: 8g Schmp. 48—51° 

24g (45% d. Th.). 

3,528, 3,234 mg Sbst.: 7,456, 6,840 mg CO,, 2,670, 2,433 mg H,0. — 101,7 mg 
Sbst. verbr. 10,77 ccm 0,l-n. NaOH. ¥ 

C,H,,0,4 (188,2). Ber. C 57,4, H 8,5, Aquiv.-Gew. 94,1. 

Gef. C 57,64, 57,68, H 8,47, 8,42, Aquiv.-Gew. 94,4. 

B-Propyl-adipinsaiurediamid: Schmp. 149—151°. Umkristallisiert aus 

Essigester . 
°3.511, 3,239 mg Sbst: 7,445, 6,863 mg CO,, 2,965, 2,731 mg H,O. — 3,345, 
3,101 mg Sbst.: 0,453 (19°, 739 mm, red.), 0,420 (21°, 747 mm, red.) ccm Ng. 

C,H,,02N>. Ber. C 58,0, H 9,7, N 15,0. 

Gef. C 57,83, 57,79, H 9,45, 9,43,4 N 15,09, 15,16. 
B-n-Butyl-adipinsaure 

Butylbenzol dargestellt nach Fittig®*. Sdp. 180—181°. 

p-n-Butyl-phenol: Jeweils 100 com Butylbenzol wurden mit 120 bis 
150 cem konz. H,SO, behandelt. Die gekithlte schwefelsaure Lésung wurde in eine 
ges. wissrige KCl-Lésung eingegossen. Aus 1000 ccm n-Butylbenzol wurden 1710 g 
n-butylbenzolsulfonsaures Kalium gewonnen, dem aber wahrscheinlich noch etwas 
KCl beigemengt war. Aus mehreren Kalischmelzen zu je 340 g KOH und 170 g des 
Kaliumsalzes wurde p-n-Butylphenol gewonnen, dessen Bildungstemperatur in 
der Schmelze bei 277° lag. Das von 240—256° iibergehende Destillat wurde als 
rohes Butylphenol weiter verarbeitet. Nach der dritten Destillation (240—245°) 
folgte die Erhitzung mit dem Nickelkatalysator. Man erhielt ein farbloses Ol von 
deutlich phenolischem Geruch. Sdp. 243°. Ausbeute an reinstem Produkt: 323 g, 
d.s. 31,3% d. Th., ber. auf das angewandte Butylbenzol (922 g). 

p-n-Butyl-cyclohexanol: Beim 1. Ansatz (320 g p-n-Butylphenol) wurde 
unter Anwendung von 30 g Nickelkatalysator in 45 Stdn. eine etwa 30-proz. Hy- 
drierung erreicht. Anfangsdruck: 110 at H, bei 26°, Beginn der H,-Aufnahme bei 
150°. Bei der Aufarbeitung fiel auf, daB bei der 1. Destillation mit dem Spiil- 
Toluol ca. 15 com Wasser iibergingen. Bereits ab 170° destillierte bis 190° eine be- 
trichtliche Menge iiber, obwohl der Siedepunkt des Butylceyclohexanols erst bei 
220—230° zu erwarten war. Von 190—236° fast nichts, von 236—246° restliches 
Butylphenol (178 g). Die von 170—190° iibergehende Fraktion wurde mit NaOH 
gewaschen und erneut destilliert. Sdp. 175—180° (40 g). Offenbar war Butylcyclo- 
hexan entstanden (Sdp. 177°). Die Ursache lag wahrscheinlich in saurer Verunrei- 
nigung des Autoklaven. Weitere Hydrierungen des Butylphenols lieferten glatt 
p-n-Butyleyclohexanol (Sdp. 226°). 

B-n-Butyl-adipinséure: 200 com HNO, (d 1,34), 78g n-Butylcyclo- 
hexanol, 100 mg Ammonvanadat, 105 Min. bei 70—71° oxydiert. Nach been- 
detem Zutropfen noch 30 Min. bei 70° geriihrt. Nach Abkihlung zwei Schichten, 
von denen die obere nach Abtrennung seifig-gelb erstarrte. Auflegen auf Ton, Be- 
handlung mit Tierkohle, mehrfaches Umkristallisieren aus rauch. HC] und Benzol/ 
Petrolither. Ausb. 61,5 g (60% d. Th.); Schmp. 61—63°. 

3,588, 3,125 mg Sbst.: 7,815, 6,812 mg CO,, 2,845, 2,531 mg H,O. — 200,3 mg 
Sbst. verbr. 19,69 ccm 0,1-n. NaOH. " 

Co Hy,O, (202,z). Ber. C 59,4, H 8,9, Aquiv.-Gew. 101,1. 

Gef. C 59,4 59,45, H 8,87, 9,06, Aquiv.-Gew. 101,7. 

B-n-Butyladipinsiuremonamid: 

Darstellung des Saiurechlorids mit SOCI,, anschlieBend Behandlung mit konz. 
Ammoniak. Umkristallisieren aus absol. Athanol. Schmp. 146—148°. 

3,255, 3,527 mg Sbst.: 7,148, 7,727 mg CO,, 2,744, 2,998 mg H,O. — 3,025, 
3,234 mg Sbst.: 0,198, 0,212 ccm N, (24°, 739 mm, red.). 

C\H,,0;N. Ber. C 59,7, H 9,4, N 7,0. 
Gef. C 59,89, 59,75, H 9,43, 9,51 N 7,17, 7,19. 


32 R. Read u. L. Foster, J. Amer. chem. Soc. 48, 1606 [1926]. 


~_. 





Ginther Weitzel, Bd. 285 (1950) 


B-n-Hexyl-adipinsaure 

Hexylbenzol, dargestellt nach Fittig®®. Sdp. 220—222°. 

p-n-Hexyl-phenol: Sulfurierungsansitze von 60—100 ccm n-Hexy]l. 
benzol (Sdp. 220—222°) mit 100—150 ccm konz. H,SO,. Die Schwefelsiure lie8 
man bei 150° in das Hexylbenzol eintropfen, wobei trotz heftigen Schiittelns sofort 
Schwarzfirbung auftrat. Das durch Eingiefen in KCl-Lésung hergestellte Kalium. 
salz konnte durch Behandlung mit Tierkohle und Umkristallisieren aus Wasser 
vollig farblos erhalten werden. 100—200 g des Kaliumsalzes mit der doppelten 
Menge KOH bei 270° geschmolzen, in 20 Min. auf 310° gesteigert. Rohprodukt 
Sdp.,, 145—160°. Nach der zweiten Vakuumdestillation (145—152°/11 mm) folgte 
die Behandlung mit dem Nickelkatalysator. Danach war Sdp.,, 147,5°, Schmp. 19°, 
Ausbeute an reinstem Produkt: Aus 300 g n-Hexylbenzol wurden 100 g n- Hexyl- 
phenol gewonnen (30,3% d. Th.). Farbloses Ol, Phenolgeruch kaum noch zu er. 
kennen. 

p-n-Hexyl-cyclohexanol: 100g p-n-Hexylphenol wurden mit 10g 
Nickelpulver bei 150° hydriert. Arbeitsweise wie bei den vorigen. Die Aufarbeitung 
lieferte nach Entfernung des Restphenols und mehrfacher Destillation das von 
142—144°/11 mm siedende p-n-Hexylcyclohexanol. 

B-n-Hexyl-adipinsaure: 35g p-n-Hexyl-cyclohexanol lieB man zm 
180 com HNO, (d 1,30) und 100 mg Ammonvanadat innerhalb 75 Min. zutropfen; 
Reaktionstemperatur: 70°. Beim Abkiihlen schied sich ein braunes ©] auf der Sal- 
petersiure ab, das abgetrennt wurde und langsam seifig kristallisierte. Anteigen 
der Kristalle mit rauch. HCl, absaugen vom Ol. Mehrfach aus rauch. HCl umkristalli- 
siert, dandch aus Benzol/Petrolaither. Schmp. 68—69°. Ausb. 25 g (57,1% d. Th.). 

3,555, 3,181 mg Sbst.: 8,178, 7,323 mg CO,, 3,028,} 2,699 mg H,O. — 100,5 mg 
Sbst. verbr. 8,67 ccm 0,l-n. NaOH. x 

C,sH220, (230,3). Ber. C 62,6, H 9,5, Aquiv.-Gew. 115,2. 

Gef. C 62,74, 62,79, H 9,53, 9,49, Aquiv.-Gew. 115,9. 

B-n-Hexyl-adipinsaiurediamid: Dargestellt aus Thionylchlorid und Am. 
moniak. Umkristallisiert aus Essigester/Petrolither. Schmp. 170—171°. 

3,090, 3,430 mg Sbst.: 7,180, 7,964 mg OO,, 2,843, 3,190 mg H,O. — 3,674, 
3,267 mg Sbst.: 0,410, 0,367 com N, (22°, 741 mm, red.). 

C,,H»,0,N>. Ber. C 63,1, H 10,5, N 12,4. 

Gef. C 63,37, 63,32, H 10,29, 10,40, N 12,34, 12,43. 


B-n-Decyl-adipinséure 

Fittig-Synthese des Decylbenzols: 45g Na in 400 ccm absol. Ather, 100g 
Brombenzol, 2i5g n-Decyljodid. Die Reaktion wurde durch gelindes Er- 
warmen ausgelést, dann siedete das Gemisch von selbst 5 Stdn. weiter. Nach wei- 
terem 6-stdg. Kochen im Glycerinbad wurde wie iiblich aufgearbeitet. Die Vakuum- 
destillation lieferte nach geringem Vorlauf die Hauptmenge von 155—162°/11 mm; 
von 170—200°/11 mm ging nochmals eine betriichtliche Fraktion tiber, die sofort 
erstarrte. Durch weiteres Destillieren wurde als Kochpunkt des Decylbenzols 
158°/11 mm bestimmt. 

Gesamtergebnis von drei Ansiitzen: Aus 450 g Decyljodid wurden 188 g Decyl- 
benzol gewonnen, d. s. 51,3% d. Th. Aus dem héher siedenden Anteil wurde durch 
Umkristallisation aus Athanol eine Substanz gewonnen, die sich als Eikosan er- 
wies. Schmp. 36—37°. 

3,682, 3,176 mg Sbst.: 11,526, 9,943 mg CO,, 4,823, 4,201 mg H,0. 

CapHye. (282). Ber. C 85,1, H 14,9. 

Gef. C 85,37, 85,38, H 14,66, 14,80. 

p-n-Decyl]- phenol: Sulfurierung des Decylbenzols (Sdp.,, 155—162°) bei 

110°. Das dunkelbraune Reaktionsprodukt wurde durch HingieBen in KCl-Lésung 


33 C. Weygand u. L. Mensdorf, Ber. dtsch. chem. Ges. 68, 1825 [1935]. 
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in das Kaliumsalz tibergefiihrt, das sich in hellen Flocken abschied. Die Schmelze 
verhielt sich etwas anders als die sonstigen Umsetzungen mit KOH. Das bei 200° 
zum geschmolzenen Atzkali zugegebene Kaliumsalz bildete mit diesem keine homo- 
gene Masse, sondern blieb in braunen Flocken vom KOH getrennt. Erst nach’/,-stdg. 
Erhitzen stieg die Temperatur rasch auf 315° und die Reaktion setzte mit Aufwallen 
und Blasenbildung ein. Dabei bildete sich eine einheitliche, schwarzbraune, diinn- 
fliissige Schmelze. Das in der iiblichen Weise isolierte Decylphenol zeigte bei der 
gweiten Vakuumdestillation einen scharfen Siedepunkt von 218°/10 mm, es kristal- 
lisierte in der Vorlage sofort aus; Umkristallisation aus Athanol (96%). Schmp. 54 
bis 55°. Ausbeute an analysenreinem Produkt: aus 79 g Decylbenzol 39 g (46% 
d. Th.). 

3,776, 3,233 mg Sbst.: 11,361, 9, 709 mg CO,, 3,718, 3,164 mg H,O. 

CygH2,0. Ber. C 82,1, H 11,1. 

Gef. C 82,06, 81,90, H 11,02, 10,95. 

p-n-Decyl-cyclohexanol: 39 g p-n-Decylphenol (Sdp.y) 218°) wurden 
in der tiblichen Weise hydriert. Aus dem Reaktionsgemisch wurden 25 g p-n-De- 
eylcyclohexanol (Sdp.,2/183°) isoliert. Die Substanz erstarrte sogleich. Schmp. 42 
bis 44°. 
B-n-Decyl-adipinsaure: 100 com HNO, (d 1,27), 50 mg Ammonvanadat, 
23 g n-Decylcyclohexanol. Reaktionstemperatur: 70°. Das vom Reaktionsgemisch 
abgehobene (I kristallisierte rasch und wurde nach Waschen mit Salzsiure aus 
Benzol/Petrolather umkristallisiert. Schmp. 82—84°. Ausb. 12 g (43,8% d. Th.). 

3,732, 3,319 mg Sbst.: 9,162, 8,166 mg CO,, 3,613, 3,220 mg H,O. — 105 mg 
Sbst. verbr. 7,294 com 0,l-n. NaOH. 

C,H 90, (286,4). Ber. C 67,1, EH 10,5, Aquiv.-Gew. 143,2. 

Gef. C 66,95, 67,10, H 10,83, 10,85, Aquiv.-Gew. 143,9. 


B. Fitterungsversuche 
Aufarbeitung der Harne: Einengen bei nativer Reaktion auf dem Wasserbad 
erste Atherextraktion, alkalische Verseifung des Atherextraktes, Ansaiuern mit 
H,SO,, Wasserdampfdestillation, zweite Atherextraktion. Der 2. ,,gereinigte“ 
Atherextrakt wurde in verschiedener Weise aufgearbeitet. 


Fitterung von «-Methyl-adipinsaure’ 

Fiitterung der zu ca. 2/, neutralisierten Séure, dem Normalfutter beigemischt 
an 2 Hunde (Senta 18,3 kg, Lady 20,0 kg). Am 1. und 2. Tag je 10 g Sdéure pro Hund, 
d.s. 0,55 g/kg u. Tag bei Senta und 0,50 g/kg u. Tag bei Lady. Harn des 1. und 
2, Tages = Hauptharn, des 3. und 4. Tages = Nachharn. 





Hund Volumen vom Zweiter ,,gereinigter“ Atherextrakt ~ 
Ke Hauptharn | Nachharn Hauptharn | Nachharn 





Senta 2950 ccm 2040 ccm 12,5057 g 1,3064 g 
Lady 2900 ccm 2250 ccm 12,3786 g 2,1211 g 





Durch mehrfaches Umkristallisieren aus Benzol, rauch. HCl und Wasser er- 
hielt man bei Senta insgesamt 6,3069 g reine «-Methyl-adipinsaure. Schmp. 55—57°. 
Misch-Schmp. 55—57°. Bei Lady wurde der 2. Atherextrakt durch azeotrope Destil- 
lation in den Athylester tibergefiihrt und fraktioniert. 9,3 g «-Methyl-adipinsaure- 
diathylester (Sdp. 123—136°) wurden verseift und daraus nach mehrfachem Um- 
kristallisieren aus rauch. HCl und Wasser 4,5662 g reine Séure gewonnen. Schmp. 
54—57°. Misch-Schmp. 52—55°. Da beim Aufarbeiten des verseiften Esters Ver- 
luste eintraten, wird als Ausbeute an wiedergewonnener Siure 6,5 g angenommen, 
entspr. 9,3 g Ester. Die gereinigten Atherriickstande der beiden Nachtage bestanden 
aus wenig braunem Ol, das nicht zur Kristallisation zu bringen war. 
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Fitterung von «,f’-Dimethyl-adipinsaure’ 


Gleiche Versuchsbedingungen wie bei «-Methyl-adipinsiure: Dieselben Hunde 
und Siuremengen. Jedoch wurde nicht in Haupt- und Nachharn getrennt, sondern 
der Gesamtharn jedes Hundes auf einmal verarbeitet. Aufarbeitung des Harnes 
bis zum 2. Atherextrakt wie bei «-Methyl-adipinsiure. 





Hund Harnvolumen | weiter ,,gereinigter“ Atherextrakt 





Senta 2950 ccm 14,9113 g seifig krist. 
Lady 4600 ccm 21,2581 g seifig krist. 





Der gareinigte Atherextrakt von Senta wurde durch Auflegen auf Tonteller 
in feste, galblichs Kristalle (9,5106 g) verwandelt. Schmp. 59—64°, Misch-Schmp. 
57—61°. Umkristallisieren aus rauch. HCl: 


I) 7,9808g Schmp. 63—66° Misch-Schmp. 60—63° 
II) 0,7510g¢ Schmp. 63—66° Misch-Schmp. 59—62° 


zus. 8,7318 g. 

Zarschlagen des Tontellers, Auskochen mit 60-proz. Athanol. Nach Abdestil- 
lieren blieb ein braunes Ol, das mit den Mutterlaugen vom Umkristallisieren mit 
HCl vereinigt wurde. Abdampfen und Trocknen, Kochen des Oles (4,8489 g) mit 
75 com Essigsiéureanhydrid 2 Stdn. u. R., abdestillieren i. V., Sublimation des 
Dim sthyladipinsaureanhydrids bei 125°/4 mm“. Dauer: 60 Stdn. Das mit Wasser 
behandelte und getrocknete Sublimat (2,24 g) war ein hellgelbes, zihes Ol, das im 
Kihlschrank im Verlauf von 3 Monaten kristallisierte. Schmp. der Kristalle (40 mg): 
62—64°. 

Insgesamt also 8,7718 g (43,87%) reine Siure wiedergefunden. 

Der gereinigte Atherextrakt von Lady wurde mit einer 50-proz. NaHS0,- 
Lésunz ausgezogen, in welcher «, f’- Dim>thy!-adipinsaure unléslich ist. Der Riick- 
stand wurde im Exsikkator getrocknet und mit Aceton ausgezogen. Der Aceton- 
riickstand kristallisierte und lieferte 7,8640 g = 39,32% der verfiitterten Menge. 
Schmp. 63—65°, Misch-Schmp. 63—65°. Aus dem Filtrat des NaHSO,-Riickstandes 
war Dimethyladipinsaure nicht mehr zu gewinnen. 


Fitterung homologer §-Alkyl-adipinsauren 


Die folgenden Sauren wurden der Reihe nach dem gleichen Versuchshund 
(Struppi; 14,0 kz) als saure Natriumsalz2 v>rfiittart, dsr Hirn aller Versuchs- und 
Nachtage quantitativ gesammalt, der Kot quantitativ aufbewahrt. Bei keiner der 
verfiitterten Siuren traten Erbrechen, Durchfall, Diurese oder andere toxische 
Erscheinungen auf. 

Aufarbeitung: Einongen auf dem Wasserbade bei nativer Reaktion auf 
1/, bis 1/,; des urspriinglichen Volumens. Ansiiuern mit H,SO, (15%), Atherextraktion 
im Kutscher-Steudel-Apparat (159 Stdn.). Dor Extrakt wurde nach Verjagen des 
Athers durch Abdestillieren von 900 ccm absol. Ather und durch 48-stdg. Aufbe- 
wahren im Vakuum>xsikkator gotrocknat und gewogen, = ,,erster, getrockneter 
Atherriickstand“. Weitere Reinigung: Aufnehmen in iiberschiissiger n-NaOH, 
kochen u. R. (1 Std>.), ansiuern mit H,S9,, Wasserdamofdastillation und Ather- 
extraktion dar mit Wasserdampf bshandalten, schwefelsauren Lésung. Daraus 
ging hervor der ,,zweite, gereinigte Atherriickstand‘‘, aus welchemdurch Umkristal- 
lisioren dar wiedar ausgaschied ne Siureantzail ,,rein“ (s. Tab. 4) erhalten wurde. 
Die Wasserdamfdestillats (je 599 —75) ccm) enthielten in allen Fallen nur wenige 
Tropfen atherlésliche Substanz, die nach dem Trocknon als braunes, nicht kristalli- 
sierendes, iibal riechendes Ol zuriickblieb. 


34 G. Weitzel, diese Z. 282, 208 [1947]. 
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Fitterung von n-Adipinsaure. Schmp. 151° 


In 2 Tagen 20 g in 4 Portionen zu je 5g. Harnvolumen der 2 Versuchstage 
und eines Nachtages: 2360 ccm. 
Erster, getrockneter Atherriickstand: 17,8 g (hellbraun, kristallisiert). 
Zweiter, gereinigter Atherriickstand: 14,9 g (noch nicht farblos). 
Umkristallisiert aus Essigester und Benzol. 
Vereinigte reine Fraktionen: 12,2 g Schmp. 148—151°, 
M.-Schmp. 147—149°, 

30,52, 29,63 mg Shst.: 55,22, 53,38 mg CO,, 18,66, 17,87 mg H,O. 
C,H yO, (146,1). Ber. C 49,31, H 6,90. 

Gef. C 49,38, 49,16, H 6,84, 6,75. 
Wiedergefunden 12,2 g = 60,1%. Toleranz = 0,27 g/kg u. Tag. 


Fitterung von #-Methyl-adipinséure, Schmp. 92—93° 

In 2 Tagen 20 g in 4 Portionen zu je 5g. Harnvolumen der 2 Versuchstage 
und:eines Nachtages: 3200 ccm. 

Erster, getrockneter Atherriickstand: 19,5 g (hell, kristallin). 

Zweiter, gereinigter Atherriickstand: 15,8 g. 

Mehrfach aus Essigester/Methanol umkristallisiert. 

Frakt. I: 12,7 g Schmp. 89—91° M.-Schmp. 91—93°, 

Frakt. II: 2,7 g Schmp. 88—91° M.-Schmp. 89—91°. 

Wiedergef. 15,4 g ,,rein‘’ = 77% der verfiitterten Menge. 

Toleranz = 0,16 g/kg u. Tag. 


Fitterung von §-Athyl-adipinsadure. Schmp. 58,5—60° und 55—56° 
In 2 Tagen wurden 18,5 kgin kleinen Portionen verteilt gegeben. Harnvolumen 
der 2 Versuchstage und eines Nachtages: 3450 ccm. 

Erster, getrockneter Atherriickstand: 20,3 g (braun, seifig, kristallin). 
Zweiter, gereinigter Atherriickstand: 15,1 g. 

Aus rauchender HCl umkristallisiert: 

Frakt. I: 9,7g Schmp. 49—54° M.-Schmp. 51—54°, 

‘rakt. II: 2,9 g¢ Schmp. 45—46° M.-Schmp. 46—48°, 

Frakt. III: 2,2 ¢ Schmp. 50—52° M.-Schmp. 51—53°. 
Wiedergef. 14,9 g ,,rein“* = 80% der verfiitterten Menge. 

Toleranz = 0,13 g/kg u. Tag. 
Frakt. I: 30,80, 30,87 mg Sbst.: 62,00, 62,14 mg CO,, 22,08, 22,02 mgH,0. 
C,H,,0, (174,2). Ber. C 55,16, H 8,10. 
Gef. C 54,93, 54,93, H 8,02, 7,98. 


Fitterung von $-n-Propyl-adipinséure, Schmp. 50—51° 
In 2 Tagen 20 g in 4 Portionen zu je 5g. Harnvolumen der 2 Versuchstage 
und eines Nachtages: 3450 ccm. 
Erster, getrockneter Atherriickstand: 22,4 g (krist.). 
Zweiter, gereingter Atherriickstand: 18,0 g. 
Mehrfach aus konz. HCl umkristallisiert. 
Frakt. I: 14,1 g Schmp. 48—50° M.-Schmp. 50—52,5°, 
Frakt. II: 0,7g Schmp. 46—49° M.-Schmp. 49—52°, 
Frakt. III: 2,0 g Schmp. 45,5—49° M.-Schmp. 47—50°. 
Wiedergewonnen 16,8 g ,,rein‘‘ = 84% der verfiitterten Menge. 
Toleranz = 0,11 g/kg u. Tag. 
Frakt. [: 33,37, 30,33 mg Sbst.: 69,95, 63,58 mg CO,, 25,33, 22,86 mg H,0. 
()H,,0, (188.2). Ber. C 57,43, H 8,57, 
Gof. C 57,20, 57,21, H 8,49, 8,43. 
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Fitterung von £-Butyl-adipinsiure, Schmp. 61—63° 


Versuchsdauer: 4 Tage. Am ersten und dritten Versuchstage je 10 g in klei- 
neren Portionen, insgesamt 20 g. Harnvolumen dieser 4 Tage: 3300 ccm. 
Erster, getrockneter Atherriickstand: 22,5 g (krist.). 
Zweiter, gereinigter Atherriickstand: 16,4 g Schmp. 53—59°, M.-Schmp. 55 
bis 66°. 
Aus rauchender HCl und Benzol/Petrolither umkristallisiert. 
Frakt. I: 8,2 g Schmp. 60—62° M.-Schmp. 61—63°, 
Frakt. II: 5,9g Schmp. 59—62° M.-Schmp. 60—62°, 
Frakt. III: 1,6g Schmp. 57—61° M.-Schmp. 59—60°. 
Wiedergewonnen 15,7 g ,,rein“’ = 78,5°% der verfiitterten Menge. 
Toleranz = 0,15 g/kg u. Tag. 
Frakt. I: 31,37, 30,32 mg Sbst.: 68,03, 65,91 mg CO,, 24,81, 23,89 mg H,0. 
C,yH,,0,4 (202,2). Ber. C 59,38, H 8,97. 
Gef. C 59,18, 59,32, H 8,85, 8,82. 
Frakt. II: 60,49 mg Sbst. verbr. 6,00 ccm 0,l-n. NaOH. 
Aquiv.-Gew.: Ber. 101,1. Gef. 100,8. 


Fitterung von #-Hexyl-adipinsiure, Schmp. 68—69° 
An einem Tage wurden 8,8 g in 2 Portionen verteilt zugefiihrt. Harnvolumen 
des Versuchs- und eines Nachtages: 1920 ccm. 
Erster, getrockneter Atherriickstand: 5,8 g (teils dlig, teils krist.). 
Zweiter, gereinigter Atherriickstand: 4,1 g (schmierige Kristalle). 
Auflegen auf Tonteller, lésen der Kristalle in Benzol, filtrieren, Zugabe von 


Petrolather bis zum Auftreten von Oltrépfchen. Diese kristallisierten auf Eis. Aus- 
beute: 2,8 g. Schmp. 63—64°. Misch-Schmp. 62,5—64°. Schmp. der Testsubstanz: 
63,5—64°, 
67,56 mg Sbst. verbr. 5,91 ccm 0,l-n. NaOH. 

Aquiv.-Gew.: Ber. 115,1. Gef. 114,4. 

Zerschlagen des Tontellers, auskochen mit Benzol, vereinigen mit der Mutter- 
lauge (s. o.), filtrieren, einengen und Zugabe von Petrolither. Daraus 2. Fraktion: 
0,4 g. 

Wiedergewonnen 3,2 g ,,rein“’ = 36,4°% der verfiitterten Menge. 

Toleranz: 0,4 g/kg und Tag. 


Fitterung von #-Decyl-adipinsiure, Schmp. 82—84° 


An einem Tage wurden 6 g, in 2 Portionen verteilt, gefiittert. Harnvolumen 
des Versuchs- und eines Nachtages: 2400 ccm. 

Erster, getrockneter Atherriickstand: 2,3 g (dlig, tiefbraun). 

Zweiter, gereinigter Atherriickstand: 0,5 g (lig, tiefbraun). 
Aus diesem 06] lieBen sich keine Kristalle isolieren. Es erstarrte nicht bei monate- 
langer Aufbewahrung im Kiihlschrank bis —20°. 

Auch beim Lésen in Benzol und Zugabe von Petrolither keine Kristalle. 


Fitterungsversuch mit Cyclohexanol 


Hund Mo. Gewicht 16 kg. 

Reines Cyclohexanol (frisch destilliert, Sdp. 160°) wurde dem gewoéhnlichen 
Futter in kleinen Anteilen zugesetzt. Zunichst wurde das Futter nur widerstre 
angenommen; bald trat Gewéhnung ein, so daf schlieBlich mehr als 1 g/kg u. Tag 
aufgenommen wurde. Insgesamt verfiittert: 64 g. Harnvolumen: 7,13 / von 7 Ver- 
suchstagen und 1 Nachtag. 





Bd. 285 (1950) Biochemie verzweigter Carbonséuren I 





Versuchstag Cyclohexanol| Harnvolumen 





tet pe 


= | NAN AQP dO 
oa 08 08 08 09 08 08 08 








G0 DUS OT go to 





| | 


Aufarbeitung des Harnes: 300 ccm wurden bei 7,5 mit festem Blei- 
acetat geschiittelt, der Niederschlag abfiltriert und auf dem inwhute mit 15-proz- 
H,SO, zerlegt. Das Filtrat wurde mit Wasserdampf destilliert, im Destillat keine 
definierte Substanz. . 

Der restliche Harn (6,831) wurde schwefelsauer mit Ather extrahiert (150 
Stdn.). Nach Abd ampfen des Athers und Trocknen betrug das Gewicht des Ather- 
riickstandes 16,4 g, das sind 2,05 g/Tag. Tiefbraunes 0], das auch nach 11 Mon. 
im Kiihlschrank keine Spur von Kristallen zeigte. Eine Probe des Oles war in Benzol 
vollig léslich (Adipinsiure in Benzol fast unléslich). 

Aufnehmen des Oles in Ather, abtrennen des Unverseifbaren mit KHCO . 
Neutralisation der Kaliumsalzlésung, Zugabe von 100 ccm 20-proz. NaOH, 4 Stdn. 
u. R. gekocht zwecks Spaltung gepaarter Séuren. Anséuern mit H,SO, zur Wasser- 
destillation. 

_ 11 Destillat, dieses ausgeathert, atherische Lésung mit Na,SO, getrocknet, 
Ather abdestilliert. Riickstand: einige Tropfen braunes 6]. Auch aus dem Riick- 
stand der Wasserdampfdestillation lieB sich durch Ausithern keine definierte Sub- 
stanz gewinnen. 


Fiitterung von 1.3-Dimethyl-cyclohexen-(5) 


Darstellung: Dimethylcyclohexanol (s. 0.) lie} man zu °/, seiner Gewichts- 
menge an P,O,, das.sich in einem Destillationskolben befand, zutropfen. Selbst- 
erwirmung und Bildung eines braunen Sirups. Langsame Erwarmung im Glycerin- 
bad. Bei 124° begann die Destillation des Dimethylcyclohexens, das langsam von 
der Phosphorsaure abdestilliert wurde. Trocknen mit Na,SO,und nochmalige Destil- 
lation. Sdp.7g9 124—125°. Ausb. 80% d. Theorie. Flissigkeit von durchdringendem, 
ligroinahnlichen Geruch. 

Fitterung: Hund Tr. 19,5 kg und Hund Ro. 20,5 kg. Die Tiere bekamen 
1l Tage lang 1—3g der Substanz tiglich zum Normalfutter. Insgesamt wurden 
47 g verabreicht. Volumen des vereinigten Harns beider Hunde von 11 Fiitterungs- 
und 2 Nachtagen: 22 l. 

Aufarbeitung: Harn mit H,SO, kongosauer, abdestillieren fliichtiger Be- 
standteile. Das wissrige Destillat wurde nativ und nach Zugabe von HC! ausge- 
athert. Atherriickstiinde: praktisch nichts. 

Der durch die Destillation eingeengte Harn wurde mit konz. H,SO, versetzt 
und drei Stdn. unter RiickfluB gekocht. Dann Atherextraktion (8 Tage). Aus dem 
Atherextrakt wurden mit KHCO,-Lésung die Saéure herausgezogen. Im Ather blieb 
das Unverseifbare (1,0288 g). i. 

, _ Anséuern der Kaliumsalzlésung und zweite Atherextraktion. Kochen des 
Atherriickstandes u. R. mit 50 com 2-n. NaOH. Ansaéuern mit H,SO, und Wasser- 
dampfdestillation, bis das Destillat Lackmus nicht mehr rétete. Aus dem Destillat 
mit Petrolither die Benzoesiure:0,2711g. Der Riickstand der Wasserdampfdestil- 
lation zur dritten Atherextraktion: Als Atherextrakt blieb nach Abdampfen des 
Athers eine braune, teilweise kristallisierte Schmiere. Durch Behandlung mit Ather- 
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dampf wurde der nicht kristallisierte Anteil zum AbflieBen gebracht. Eine Probe 
der Kristalle wurde iiber das Silbersalz gereinigt. Schmp. 160—164°. Sublimation 
nach Kofler bei 70—100°. Die Hauptmenge wurde aus Essigester/Benzol um. 
kristallisiert. Schmp. 188—189°. Misch-Schmp. mit wasserfreier Oxalsiure; 
188—189°. Ausb. 754 mg. 

3,471, 3,123 mz Sbst.: 3,425, 3,061 mg CO,, 0,759, 0,676 mg H,O. 

C,H,0, (90). Ber. C 26,70, H 2,20. 

Gef. C 26,91, 26,73, H 2,45, 2,42. 
Aus dem nicht kristallisierten Anteil und den Mutterlaugen lieBen sich nach 


Trocknen im Vakuum seifigschmierige Kristalle gewinnen, die nach Umkristalli- 
sieren aus Essigester/Benzol noch 112 mg reine Oxalsiure lieferten. Insgesamt: 


866 mg. 
Prifung des Hundeharns auf Oxalsaure 


Um die Herkunft der im Fiitterungsversuch mit Dimethyleyclohexen gefun- 
denen Oxalsaure zu klaren, wurde von den gleichen Hunden (Ro.u. Tr.) vier Monate 
spiter eine Woche lang der Harn bei gewdhnlicher Kost gesammelt. Volumen: 121. 

Aufarbeitung: Ebenso wie im Fiitterungsversuch mit Dimethylcyclohexen. 
Unverseifbares: 0,3229 g. : 

Der letzte Atherriickstand war kristallisiert, mit braunem Ol durchsetzt. Er 
wurde in Wasser aufgenomm2>n, mit etwas Essigsiure versetzt, erwarmt und CaCl,- 
Lésung zugegeben. Abfiltrieren des Ca-Oxalat-Niederschlages, der in der Warme 
mit verd. H,SO, zerlegt wurde. Abfiltrieren vom CaSO,-Niederschlag, einengen 
des Filtrates. Im Kiihlschrank Kristallisation. Umkristallisation aus Essigester/ 
Benzol. Schmp. 186—189°. Misch-Schmp. mit wasserfreier Oxalsiure: 187—189°. 
Ausb. insgesamt 0,3820 g. 

Bei Fiitterung von Dimethylcyclohexen 3,9 mg/l, ohne Fiitterung von Di- 
methyleyclohexen 3,2 mg/l Oxalsiure im Hundeharn. 


Fitterung von Camphersaéure 
Hund Lu. 20 kg. 
d-Camphersaure reinst (Merck). Schmp. 186—187°. 
Die Siure wurde in heiBem Wasser zu etwa zwei Drittel mit NaOH neutrali- 
siert und die leicht séuerlich schme2ckende Lésung dem Normalfutter zugesetzt. 
Das Futter wurde ohne weiteres genommen. 





Versuchstag Saure Harnvolumen 





1 970 com 
2 860 ccm 
3 1420 ccm 
4, 1770 

5. 20 g 2400 

6 2620 

7 2210 

8 1480 

8 











Gesamt: 8 Tage] 76g | 13730 


Abgesehen von einer kraftigen Diurese war an dem Hunde nichts Auffalliges 
zu beobachten. 

Aufarbeitung: Eimengen des Harns auf dem Wasserbade, anséuern mit 
verd. H,SO,. Atherextraktion (150 Stdn.). Der Atherriickstand war braun, kristal- 
lisiert. Gewicht nach Trocknen: 80,92 g. Waschen der Kristalle mit Chloroform 
(darin Camphersaure unléslich), umkristallisieren aus heiBem Wasser. Vereinigen 
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des Chloroform-Riickstandes und aller Mutterlaugen. Einengen. Nochmals Kristalle. 


Man erhielt: 
1. Frakt.: 60,11 g Schmp. 185—187° Misch-Schmp. 185—187°, 
2. Frakt.: 5,40 g Schmp. 184—186° Misch-Schmp. 185—186°, 
3. Frakt.: 2,92 g¢ Schmp. 184—187° Misch-Schmp. 185—187°, 


Gesamt: 68,43 g reine Camphersiure = 90,04% der verfiitterten Menge. 


Zusammenfassung 


Bei Fiitterungsversuchen an 2 Hunden wurde «,f’-Dimethyl-adipin- 
siure von beiden Tieren etwas schlechter abgebaut als «-Methyl-adipin- 
siure. 

n-Adipinsiure, B-Methyl-, B-Athyl-, $-n-Propyl-, B-n-Butyl-, B-n- 
Hexyl- und §-n-Decyl-adipinsiure wurden an den gleichen Hund ver- 
fittert. Die Toleranz sank bis zur Propylverbindung (Ausscheidungs- 
quote ,,rein“’ = 84%) laufend ab, besserte sich etwas bei der Butyl- 
und sehr betrachtlich bei der Hexylverbindung. Von Decyl-adipinsiure 
war nichts wiederzufinden. 

Bei den niederen Monoalkylbernsteinséuren und $-Alkyl-adipin- 
siuren weist die Kurve der Schmelzpunkte mit derjenigen der Toleranz- 
werte eine tiberraschende Ahnlichkeit auf. 

Fiitterungsversuche mit Cyclohexanol in hohen Dosen (iiber 1 g/kg 
und Tag) und mit 1.3-Dimethyl-cyclohexen-(5) erbrachten keine An- 
haltspunkte fiir einen iiber die Adipinsiurestufe gehenden biologischen 
Abbau. 

Verfiitterte Camphersiure wird im Tierkérper praktisch nicht an- 
gegriffen, 90%, der verfiitterten Menge erschienen im Harn wieder. 


Uber die Glykogenbildung aus C,-Dicarbonsauren 
II, Mitteilung 
Von 
W. Kutscher und Fr, Krabbenhoft 


(Aus der Chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts§ Heidelberg) 
(Der_Schriftleitung zugegangen am_1. Juli_1949) 


In der ersten Mitteilung iiber diesen Gegenstand! berichteten wir 
iiber Versuche, die die Méglichkeit einer indirekten Glykogenbildung 
aus C,-Dicarbonsiuren durch Férderung der Glykogenbildung aus Koh- 
lenhydraten und anderen Stoffwechselprodukten, kléren sollten. In 
unserer Versuchsanordnung war eine derartige férdernde Wirkung nicht 
nachzuweisen. In der vorliegenden Mitteilung soll iiber weitere Versuche 
zu dieser Problemstellung berichtet werden. Zuerst soll aber eine interes- 


1 W.K. u. F.R. Krabbenhdft, diese Z. 282, 54 [1945]. 
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sante Beobachtung iiber den Einflu8 verschiedener Ionen auf die Glyko- 
genbildung aus C,-Dicarbonsauren besprochen werden, iiber die schon 
kurz berichtet wurde*. Die Notwendigkeit, die Glykogenbildung aus 
C,-Dicarbonséiuren bei Verwendung anderer Kationen als Natrium zu 
untersuchen, ergab sich aus den Arbeiten von Verzar, der auf die groBe 
Bedeutung des Kaliums bei der Glykogenbildung im Muskel hingewiesen 
hat. Bei der Bildung von Glykogen wird Kalium in nicht ionisierter 
Form gebunden, wahrend es beim Zerfall des Glykogens wieder frei wird. 
Die Bindung von Kalium vollzieht sich bei der Entstehung des Symplex 
Myosin-Glykogen, in welchem das Kalium ein wesentliches Struktur. 
element sein soll. In Versuchen an Leber- und Speicheldriisenschnitten 
beobachteten Druckrey und Mitarbeiter das Freiwerden von Kalium 
beim Zerfall von Glykogen*. An lebenden Leukozyten konnten R. Pul- 
ver und F. Verzar zeigen, daB auch hier bei der Glykogenbildung Ka. 
lium gebunden wird und bei dessen Spaltung wieder frei wird‘. Es kann 
daher wohl angenommen werden, da ganz allgemein die Glykogenbil- 
dung mit der Bindung von Kalium verbunden ist. 


Andererseits liegen Befunde vor, die auf eine die Glykolyse for. 
dernde und damit die Glykogenbildung benachteiligende Wirkung des 
Natriums hinweisen. So fiihren beim Menschen Gaben von NaHCO, 
zu einer vermehrten Ausscheidung von Milchsdiure im Harn®, wie iiber- 
haupt alkalisches Milieu im Gewebe zu einer Steigerung der Milchsiure- 
bildung fiihrt. Bei Ratten bewirkt eine Zugabe von NaHCO, zu einer 
Standarddiat einen erheblich verminderten Glykogenansatz in Leber 
und Muskel®. Auch Stéhr’ hat an Ratten, die 24 Stdn. hungerten, die 
Beobachtung gemacht, daB die Tiere, welchen NaHCO, gegeben wurde, 
erheblich weniger Restglykogen in der Leber hatten als die unvorbe- 
handelten Tiere. 

Diese verschiedenartigen Befunde veranlaBten uns zu priifen, welche 
Wirkung die verschiedenen Alkaliionen auf die Glykogenbildung aus den 
C,-Dicarbonséiuren zeigen. In der Versuchsanordnung, wie sie in der 
ersten Mitteilung beschrieben wurde, untersuchten wir, wie groB die 
Glykogenbildung in der Leber von Meerschweinchen wird, wenn man 
C,-Dicarbonsiéuren als Kaliumsalze (statt als Natriumsalze) verfiittert. 
Tab. 1 zeigt derartige Versuche mit Bernsteinsiure und mit Fumarsaure. 


Die Verfiitterung der Dicarbonsiuren als Kaliumsalze fiihrte zu 
einer erheblich stiirkeren Glykogenbildung in der Leber, die etwa einer 
Verdoppelung gegeniiber den Natriumversuchen der ersten Mitteilung 


2 W. K. u. F. R. Krabbenhéft, Naturwiss., 81, 210 [1943]. 

3 Brock, Druckrey u. Herken, Biochem. Z. 302, 392 [1939]; H. Druck- 
rey, Schweiz. Med. Wschr., 22, 597 [1942]. 

4 Helv. chim. Acta 28, 1087 [1940]; 24, 272 [1941]. 

5 Macleod u. Knapp, Amer. J. Physiol. 47, 189 [1918]. 

6 M. W. Goldblatt, Biochem. J. 21, 991 [1927]. 

7 R. Stohr, diese Z. 217, 156 [1933]. 
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Glykogen gebildet wird als aus Bernsteinsiure. Dieser Befund kann da- 
her nunmehr als gesichert betrachtet werden. Wenn man an einer un- 
mittelbaren Umwandlung der Dicarbonsiuren in Glykogen festhilt, 
miBte man eigentlich erwarten, daB die Glykogenbildung bei Bernstein- 
und Fumarsiure praktisch gleich ist. Die Glykogenbildung aus Fumar- 
siure ist tatsichlich noch bedeutend besser als es dem Unterschied der 


Tab. 1. Glykogenbildung nach Verfiitterung von 1 g Bernsteinsiure bzw. Fumar- 
sdure als Kaliumsalze pro 500g Tier 





Gebildete Glyk 
Gewicht Gewicht ebildete Glykogenmenge 


der Tiere | der Leber | pro 100g | absolut/500 g 
Leber Tier ** 











I. Bernsteinsaures K.: 
410 16,2 1,289 0,255 
410 15,5 0,636 0,120 
310 10,1 1,215 0,198 
280 10,7 0,790 0,151 
370 14,0 1,899 0,169 
410 18,6 0,928 0,210 


Mittelwert: 1,126 0,183 








II. Fumarsaures 


2,125 0,308 
1,894 0,253 
1,414 0,282 
1,506 0,274 
0,719 0,130 
0,737 0,139 
1,297 0,200 
1,297 0,200 
1,224 0,186 
12,2 1,462 0,234 


Mittelwert: 1,367 | 0,220 














** Um untereinander vergleichbare Werte zu bekcmmen, wurde die gefundene 
Glykogenmenge auf ein 500 g-Tier (und damit auf 1 g verfiitterter Dicarbonsiure) 
umgerechnet. Die Werte dieser Kolonne (multipliziert mit 100) stellen daher prak- 
tisch die Ausbeute in % dar. 

* gravide. 


beiden Mittelwerte entspricht, da bei den Fumarsiurewerten 2 Werte 
enthalten sind, die von graviden Meerschweinchen stammen und erheb- 
lich weniger Glykogen enthalten. Beriicksichtigt man dieses, so bekommt 
man als Mittelwert fiir die Glykogenbildung nach fumarsaurem Kalium 
1,527% gegeniiber 1,126% nach bernsteinsaurem Kalium. 

Bei der Beurteilung unserer Befunde muBte allerdings auch die 
Méglichkeit beriicksichtigt werden, daB die Zufiihrung von groBen Ka- 
liummengen (1 g BS. = 0,66g Kalium pro 500g Tier) im tierischen 
Organismus bestimmte Wirkungen ausiiben und den Stoffwechsel in der 
einen oder anderen Richtung beeinflussen kénnte. Kalium wirkt als Anta- 




















W. Kutscher u. Fr. Krabbenhéft, 


gonist der Natrium- und Calciumionen. In hohen Dosen wirkt es als 
Herzgift und die Kaliumvergiftung soll in ihren Einzelheiten einem er. 
héhten Vagotonus ahnlich sein. Auch unsere Tiere vertrugen die hohen 
Kaliumgaben teilweise schlecht; etwa die Hialfte der Tiere ging dabei 
ein, wobei die jungen Tiere gegen Kalium viel empfindlicher waren als 
die alten. In der Folge sind wir dann in allen unseren Versuchen, wie 
spater gezeigt werden soll, auf die halben Bernsteinsiuremengen zuriick- 
gegangen, die sehr gut und ohne Zwischenfille vertragen wurden. Die 
vorstehenden Uberlegungen veranlaBten uns zu priifen, wie sich die 
Zufiihrung von Kaliumionen allein (als KCl), ohne C,-Dicarbonsauren, 
auf die Glykogenbildung auswirkt. Die Versuche der Tab. 2 zeigen, daf 
es unter diesen Bedingungen beim hungernden Meerschweinchen auch 
nicht andeutungsweise zu einer Mehrbildung von Glykogen kommt. 


Tab. 2. Einflu8 von K-Ionen auf die Glykogenbildung 


1 g Kaliumchlorid pro 500g Tier als 10-proz. Lésung per os 












Gewicht | Gewicht | Giykogen- 
der Tiere der Leber 80 g A ial 









14,5 0,064 
500 13,9 0,105 
480 14,0 0,309 
20,1 0,103 

















Mittelwert: 0,145 


Es war nun interessant zu priifen, ob die oben wiedergegebene Wir- 
kung der Kaliumionen spezifisch ist. Wir konnten aus der Literatur 
nicht feststellen, ob die Beziehungen zwischen Kalium und Glykogen- 





Tab. 3. Glykogenbildung nach Verfiitterung von 1 g Bernsteinsiure bzw. Fumar- 


sdure als Ammoniumsalz pro 500 g Tier 





Glykogengehalt 
Gewicht | Gewicht ae 
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der Tiere der Leber | pro 100g | absolut pro 

















| Leber 500 g Tier 
I. Bernsteinsaures Ammonium: 

480 17,0 | 1,154 0,205 
400 123 | 1,197 0,184 
550 20,3 | 1,700 0,314 

Mittelwert: 1,350 | 0,234 

II. Fumarsaures Ammonium: | 

450 15,5 | 1,516 0,261 
350 12.5 | 1270 0,226 
310 a2 1,107 0,200 
340 11,3 2,308 0,382 
380 11,5 1,460 0,221 

Mittelwert: 1,532 | 0,258 
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bildung in der Muskulatur auf ihre Spezifitat gepriift worden sind. Wir 
verwendeten nun Ammonium als Kation (Tab. 3). Das Ammoniumion 
wurde viel besser vertragen als das Kaliumion, wenn auch hier ver- 
schiedene Tiere eingingen. 

Uberraschenderweise wirkt sich die Darreichung der C,-Dicarbon- 
siuren als Ammoniumsalze ebenfalls giinstig auf die Glykogenbildung 
aus, die Glykogenbildung mit Ammonium als Kation ist sogar deutlich 
besser als mit Kalium. Obwohl die Zahl der Versuche in der Tab. 3 aus 
iuBeren Griinden zu klein bleiben muBte, hat sich in der Folgezeit heraus- 
gestellt, daB dieses Ergebnis gesichert ist, da es in der verbesserten Ver- 
suchsanordnung noch deutlicher in Erscheinung tritt. AuBerdem stellen 
wir wiederum fest, daB die Glykogenbildung bei Verwendung von Fumar- 
siure deutlich gréBer ist als bei der Bernsteinsaure. 

Wie oben dargelegt, wurden die mit den C,-Dicarbonsiiuren zuge- 
fiihrten Mengen Kaliumionen von den Meerschweinchen schlecht ver- 
tragen; dies gilt auch z. T. fiir das Ammoniumion, obgleich hier die 
Vertriglichkeit etwas besser war. Es erwies sich daher als notwendig, 
zu priifen, ob nicht eine Verminderung der zugefiihrten Mengen der 
Dicarbonsauren giinstiger war, da man annehmen konnte, daB die in 
unserer bisherigen Versuchsanordnung offenbar werdende Giftwirkung 
der Kalium- und Ammoniumionen sich nachteilig auch auf die Ausbeute 
an Glykogen auswirkte. Die von uns gegebene Menge von | g Dicarbon- 
siure pro 500 g Tier wurde als Natriumsalz ohne irgendwelche Nach- 


Tab. 4. Beeinflussung der Glykogenbildung durch verschiedene Mengen 
Bernsteinsiure als Natriumsalz 





Glykogengehalt 


| 
| 





Gewicht Gewicht 
der Tiere der Leber pro 100g | absolut pro 
Leber 500 g Tier 





I. 1 g Bernsteinsiure pro 500 g Tier: 
550 18,3 0,772 0,128 
440 13,9 0,494 0,080 
470 13,7 0,464 0,068 
230 8,3 0,795 0,144 

Mittelwert: 0,631 0,105 

IT. 0,5 g Bernsteinséiure pro 500g Tier: 
450 18,7 0,212 0,044 
320 8,5 0,229 0,030 
380 13,3 0,353 0,061 
390 13,0 0,322 0,053 
Mittelwert: 0,279 | 0,047 


IIT. 0,1 g Bernsteinsiure pro 500 g Tier: 
290 8,6 0,136 0,020 
230 9,0 0,312 0,061 
230 7,2 0,172 0,027 
230 7,5 0,218 0,035 
Mittelwert: 0,209 0,035 
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teile vertragen; sie war von dem Gesichtspunkt gewaihlt worden, még. 
lichst groBe und damit méglichst gut bestimmbare Glykogenausbeuten 
zu geben. In Tab. 4 wurden 3 verschiedene Mengen an Bernsteinsiure 
als Natriumsalze einem gleichartigen Tiermaterial verabreicht, wodurch 
es moéglich wurde, die gebildeten Glykogenmengen untereinander zy 
vergleichen. 

Die Dosierung 0,5 g Bernsteinsiiure pro 500 g Tier erwies sich bei 
Verwendung jedes beliebigen Kations als am zweckmaBigsten. Sie wird 
regelmaBig sehr gut vertragen, die gebildeten Glykogenmengen sind gut 
bestimmbar und stehen in einem einfachen Verhialtnis zu den Glykogen. 
mengen, die bei der doppelten Menge Bernsteinsiure entstehen. Wie 
auch aus der Tab. 4 ersichtlich, wird im allgemeinen bei den kleineren 
Dosierungen relativ mehr Glykogen gebildet als bei den gréBeren. Dies 
kommt bei der Verwendung der Bernsteinsiure als Natriumsalz nicht 
so deutlich zum Vorschein wie bei der Verwendung als Ammoniumsalz 


Diskussion 


Die Verfiitterung der C,-Dicarbonsiuren als Kalium oder Ammo. 
niumsadz fiihrt zu einer erheblichen Verbesserung der Glykogenbildung 
in der Leber, im Vergleich zur Verfiitterung als Natriumsalz. Wenn man 
die letzten Kolonnen unserer Tabellen, die praktisch die Ausbeute an 
Glykogen in Prozenten angeben, beriicksichtigt, so sieht man, daB bei 
Verfiitterung der Bernsteinsiure als Natriumsalz 10% Glykogen ge. 
bildet wird, dagegen bei der Verfiitterung als Kaliumsalz 18,3°% und aks 
Ammoniumsalz 23,4°%. Dies entspricht also etwa einer Verdoppelung 
der Ausbeuten. Um diese Erscheinung zu erkliren, miiBte zuerst fest- 
gestellt werden, ob es sich hier um eine spezifische positive Wirkung 
der Kalium- oder Ammoniumionen handelt oder ob die Glykogenbildung 
durch Verwendung des Natrium als Kation gehemmt wird, was wir 
fiir weniger wahrscheinlich halten. 

Wir neigen dazu anzunehmen, da die Verbesserung der Glykogen- 
bildung bei Verfiitterung von Bernsteinsiure als Kalium- oder Ammo- 
niumsalz ein Vorgang ist, der sich unmittelbar im intermediaren Stoff- 
wechsel (d. h. in der Leber) abspielt und daher den von Verzar beob- 
achteten Beziehungen zwischen Kalium und Glykogenumsatz gleichzu- 
setzen ist. Neu ist allerdings, daB auch das Ammoniumion an diesem 
Vorgang beteiligt ist und sogar die Glykogenbildung noch bedeutend 
stirker férdert als das Kaliumion. Sollte sich in unseren spiteren Ver- 
suchen bestitigen, daB es sich um eine spezifische Wirkung dieser beiden 
Kationen handelt, so wire dieser Befund von groBem biologischen Inter. 
esse. Wir hitten hier Zusammenhinge aufgefunden, die zwischen dem 
Stickstoffumsatz (oder EiweiBstoffwechsel) und der Glykogenbildung 
bestehen. Die seit langem bekannte Kohlenhydratbildung aus Eiweil 
wiirde somit mit der oxydativen Desaminierung der Aminosiuren bzw. 
mit dem Umsatz des sich bildenden NH, in einer noch unbekannten 
Weise gekoppelt sein. 








Aus 











Bd. 285 (1950) = Physiologische Wirkungen der Leukonsiure 83 





(1950) 






























| még. Selbstverstindlich miissen wir im Auge behalten, daB unsere Ver- 
veuten § suche die Verfiitterung der Salze der C,-Dicarbonsauren betreffen. 
nsiiure § Es ist also immer noch méglich, daB die Unterschiede in der Glykogen- 
durch § bildung auf einer besseren Resorption des bernsteinsauren Ammoniums 
ler zy § oder Kaliums beruhen. Physikalisch-chemische Unterlagen fiir eine der- 

artige Annahme konnten wir in der Literatur nicht finden, denn die Lés- 
sh bei § lichkeit aller 3 Salze der Bernsteinsiure in Wasser ist sehr gut, insbe- 
> wird @ sondere ist die Wasserléslichkeit des Natriumsalzes auBerordentlich gut, 
id gut jedenfalls um ein Vielfaches besser als das der reinen Siure. Es diirfte 
ogen. | somit nur ein geringer Unterschied in der Glykogenbildung zwischen 
. Wie § den 3 Salzen, dagegen ein sehr groBer Unterschied gegeniiber der reinen 
ineren § Siure bestehen. Spiitere Versuche sollen dies klaren. 


ad Physiologische Wirkungen der Leukonsaure 
ung 


Von 
1 man i 
te an Giinter Quadbeck 


B bei Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizinische Forschung Heidelberg, Institut fiir Chemie 


Nn ge- (Der Schriftleitung zugegangen am 1. August 1949) 


ad als Wie J.S.Dunn, H.L.Sheehan und N.G.B. Mc Letchie! 
elung J fanden, schidigt Alloxan (I) spezifisch die Inselzellen des Pankreas und 
fest- J fiihrt bei der Ratte und anderen Tieren zu einem dem menschlichen 
‘kung § Diabetes mellitus ihnlichen Krankheitsbild. Uber den Wirkungsmecha- 
dung § nismus des Alloxans auf die Langerhansschen Inseln ist bisher noch 
3 Wilf nichts bekannt. W. Stoll? fand, da8 Ninhydrin (II), in ahnlicher Weise 
wie Alloxan, zu Pankreasschaden fiihrt. Er schloB daraus, daB fiir die 
ogel: § Wirkung auf das Pankreas das Vorhandensein dreier benachbarter Car- 
umo- § bonylgruppen wesentlich sei. Die Ergebnisse von Stoll konnten an 
stof- F anderer Stelle nicht bestitigt werden*® *. P.H. Hidy® fand fiir Nin- 
beob- F hydrin nur eine voriibergehende Hyperglykimie, aber keinen Diabetes. 
chau § Fiir Glyoxal (III) konnte eine spezifische Schidigung des Inselapparates 
esell § und eine mehrere Tage anhaltende Hyperglykamie beim Kaninchen und 
itend der Katze nachgewiesen werden®; eine der Alloxanwirkung vergleichbare 
Ver § Dauerhyperglykimie wurde aber nicht erzielt. 








iden a 

nter- 1 J, §. Dunn, H. L. Sheehan u. N. G. B. Me.Letchie, Lancet 1, 484 
dem [1943]. 

dung 2 W. Stoll, Z. Naturforschg. 1, 592 [1947]. 

weil 3 P. H. Hidy, J. biol. Chemistry 168, 307 [1946]. 


base 4G. Brickmann u. E. Wertheimer, Nature [London] 155, 267 [1945]; 

ZW. J. biol. Chemistry 168, 241 [1947]. 

inter a 5 W. Doerr, F. Bopp, R. Kuhn u. G. Quadbeck, Naturwiss. 85, 125 
948]. 
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Es erschien wiinschenswert, noch weitere Polycarbonylverbindungen 
in ihrer Wirkung auf den Blutzuckerspiegel zu untersuchen. 

Unter dem Einflu8 von mildem Alkali und Luftsauerstoff geht 
Glyoxal nach B. Homolka® in Tetraoxychinon (IV) iiber’. Dieses la8t 
sich in alkalischer Lésung leicht zu Rhodizonsiiure (V) dehydrieren. 
Rhodizonséure geht beim Erwirmen mit NaOH unter Ringverengung 
und Decarboxylierung in Krokonsiure (VI) iiber. Bei Einwirkung von 
konz. Salpetersaure liefert Rhodizonsiure Trichinoyl] (VII). Krokonsaure 
wird durch konz. Salpetersiure® oder durch ’Chlor® in Leukonsiiure 
(VIIT) verwandelt. 

O O 
| | 
C C 
ee So 
HO—C C—OH 9 HO-—C  C=0 


I —_> li 
J—OH HO—-C C=O 
os - : 


ll 
HO—C 
»\ 


4 OH’ 


Vill 


Bei intraperitonealer Injektion wurde durch Tetraoxychinon, Rhodi- 
zonsiiure, Trichinoyl und Krokonsiure der Blutzuckerspiegel nicht 
beeinflu8t, waihrend durch mehrmalige Zufiihrung von Leukonsiure 


¢ B. Homolka, Ber. dtsch. chem. Ges. 55, 1310 [1922]; 54, 1394 [1921]. 
7 R. Kuhn, G. Quadbeck u. E. Réhm, Liebigs Ann. Chem., 565, 1 [1949 |. 
* H. Will, Liebigs Ann. Chem. 118, 183 [1861]. 

* R. Nietzki u. Th. Benckiser, Ber. dtsch. chem. Ges. 19, 304 [1886]. 
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eine voriibergehende Steigerung des Blutzuckers zu beobachten war 
(Abb. 3). Eine bleibende Hyperglykiimie lieB sich allerdings niemals 
beobachten. 

Wie Strecker zeigte?®, reagiert Alloxan mit Alanin unter Desami- 
nierung und Decarboxylierung zu Acetaldehyd. Diese Reaktion, die 
in entsprechender Weise auch von anderen Aminosiuren gegeben wird, 
kénnte die wirksame Reaktion bei der Schadigung des Inselapparates 
sein. Es war daher denkbar, daf diabetogene Wirkung und die Fihig- 
keii, die Streckersche Reaktion zu geben, parallel gehen. Wie Tab. | 
zeigt, ist dies nicht der Fall. 


Tab. 1. Diabetogene Wirkung und Streckersche Reaktion. 





Verbindung Diabetogen baw. Strecker-Reaktion 
blutzuckersteigernd 





Alloxan +++ 10 
Dialurséure 1 }- 
Barbiturséure 
Harnséure 2 sgt 
(=) 
n P 13 
+ 14 
Tetraoxychinon 
Rhodizonséure 
Krokonséure 
Leukonsiure........ +--+ 


Angaben ohne FuBnotenhinweis sind Befunde der vorliegenden Arbeit. 








Wie B. Homolka® angibt, wird Leukonsiure im Sinne der Glei- 
chung 


H OH 
oc co 


| : | 
OC CO 
H <Cc/% 
OHO 


durch verd. Alkali hydrolysiert. Es war daher anzunehmen, daB die 
durch Leukonsiure zu erzielende Blutzuckersteigerung lediglich ein 
Glyoxaleffekt sei. Eine Nachpriifung der Homolkaschen Ergebnisse 
fiihrte zu keiner Bestatigung seiner Angaben. Soweit bei der alkalischen 


10 A. Strecker, Liebigs Ann. Chem. 128, 363 [1862]. 

1 §. Gitter u. A. F. Cardeza, Rev. Soc. argent. biol. 22, 353 [1946]. 

2 M. Griffiths, J. biol. Chemistry 172, 853 [1948]. 

3 A. Schénberg, R. Moubasher u. A. Mostafa, J. chem. Soc. [London] 
44, 176 [1948]. 

4 C. Neuberg u. M. Kobel, Biochem. Z. 185, 477 [1927]. 
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Hydrolyse iiberhaupt Glyoxal entsteht, kann es sich nur um eine Neben. 
reaktion handeln. Die Hauptreaktion verliuft in einer anderen als der 
von Homolka angegebenen Weise. 

Leukonsiure zeigt im tierischen Organismus ein auBerordentlich 
charakteristisches Vergiftungsbild, das mit keiner der beiden nach 
Homolka entstehenden Komponenten Mesoxalsiure und Glyoxal zu 
vereinbaren ist. Nach 500—1000 mg Leukonsiure/kg Ké6rpergewicht 
zeigen Ratten Oligurie oder totale Anurie. Der Harn ist intensiv gold. 
gelb gefaérbt und wird auf Zusatz von Sodalésung intensiv blau. Ver. 
suche, diesen blauen Farbstoff zu isolieren, schlugen infolge seiner Un. 
bestandigkeit fehl. Er lieB sich an Aluminiumoxyd adsorbieren, aber 
nicht ohne Zersetzung wieder in Freiheit setzen. Das Blut ist dunkel 
gefarbt, enthalt aber kein Methimoglobin. Die Blutgerinnungszeit ist 
erheblich verlingert (30—60 Min.). Die Blutcalciumwerte sind etwas 
erhéht (23—27%). AuBerdem ist das Blut hiamolysiert. Die histolo. 
gische Untersuchung der inneren Organe von 5 Kaninchen (*) zeigte 
folgendes Ergebnis: 

Herzmuskel: Triibe Schwellung, hydropisch vakuolire Degeneration, Herz- 
= interstiticlles Oedem, Schwellung der Wande der kleinen 

etabe. _ 

Leber: Triibe Schwellung der Epithelien, hyalintropfige Entartung, unregelmiibige 
meist zentrale Leberlippchennekrosen, Dissoziation der Leberepithelreihen. 
Erweiterung der Zentralvenen und Oedem. 

Nieren: Starke triibe Schwellung der Harnkanilchenepithelien. Einzelne Epithel- 
nekrosen. Im Bereich der Glomeruli entweder Schlingenischimie und -segmen- 
tation oder Schlingenerweiterung und Stase. Fleckférmige Hyperiimie auch 
einzelner Markabschnitte, Blutungen in die Markkanilchen. — Die Glome- 
rulusendothelien sind haufig sehr stark geschwolien und blasig gequollen. 

Skelettmuskel: Stellenweise Entartung im Sinne von Parenchymtriibung «nd 
hyalintropfiger Degeneration. 

Milz: Oedem der Sinus, Katarrh der Sinusendothelien. 

Pankreas: In einem Falle Liickenbildung im Inselzellbestand nach Art der bei 
Glyoxalvergiftung beobachteten Veriinderungen. Bei den itibrigen Tieren keine 
pathologischen Verainderungen. 

Auf den isolierten Meerschweinchendickdarm wirkt Adrenalin 
lihmend. Die hierfiir erforderliche Konzentration liegt bei 1: 10° 
Leukonsiure allein wirkte in héheren Konzentrationen von etwa 1: 10° 
auf den isolierten Meerschweinchendarm erregend. Ein mit Leukon- 
siure vorbehandelter Darm reagierte auf Adrenalin erheblich starker 
und anhaltender als ohne diese Vorbehandlung (Abb. 1). Eine solche 
Wirkungssteigerung und Wirkungsverlingerung auf die doppelte bis 
dreifache Dauer war bereits bei Konzentrationen von 1: 107 zu be- 
obachten. Es liegt somit die merkwiirdige Erscheinung vor, daB ein 
starkes Oxydationsmittel, die Leukonsiiure, eine auBerordentlich sauer- 
stoffempfindliche Verbindung, das Adrenalin ,,stabilisiert“. 


* Fir die Durchfiihrung dieser Untersuchungen habe ich Hrn. Prof. Dr. 
W. Doerr vom Pathologischen Institut der Universitit Heidelberg zu danken. 
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In Tyrodelésung, in der die Versuche mit dem isolierten Meer- 
schweinchendarm durchgefiihrt wurden, ist Leukonsiure nicht be- 
stindig, sondern zersetzt sich sofort unter den bekannten Farberschei- 
nungen. Nach Homolka waren Mesoxalsiiure und Glyoxal als Spalt- 
produkte anzunehmen. Weder Mesoxalsiiure noch Glyoxal waren in der 
Lage, die Adrenalinwirkung am Meerschweinchendarm zu beeinflussen. 
Im gleichen Sinne, wenn auch wesentlich schwacher, waren Krokon- 
siurehydriir (1/,) und Krokonsiure (1/,,) wirksam. Diese beiden Ver- 


7 Min. 


im 


5p 


Sp 
, ry { +f} Sp tf { 
$ LS S K&S KCLS S 


Abb. 1. Meerschweinchen-Colon in Tyrode-Lésung bei 39°, S = Suprarenin 1 :10® 

L = Leukonsiure 1:2-108, Kr = Krokonsaurehydriir (Kaliumsalz), KCl = Ka- 

liumchlorid 1:2-10%. Bei Sp wurde der Darm jeweils mit frischer Tyrode-Lésung 
gespiilt. 


bindungen wurden von A. Contardi® bei der alkalischen Spaltung 
der Leukonsiure aufgefunden. 

Adrenalinlésungen, die unter Zusatz von Leukonsiure aufgehoben 
wurden, verloren wesentlich schneller ihre Wirksamkeit am Meer- 
schweinchendarm als Lésungen gleicher Konzentration ohne Leukon- 
siurezusatz. Die Wirkungssteigerung von Adrenalin ist mithin keine 
Stabilisierung’‘, sondern vermutlich eine Hemmung des im Organ 
befindlichen adrenalinzerstérenden Fermentsystems. 

Ein besonders auffilliges Verhalten zeigen Lebern von mit Leukon- 
siiure vergifteten Tieren gegeniiber Triphenyltetrazoliumchlorid. Wihrend 
die Leber eines normalen Tieres sich beim Einlegen in eine 0,5-proz. 
Lésung von TTC im Laufe von 1—2 Stdn. gleichmaBig rot anfarbt und 
auch bei dem, darauf folgenden Fixieren mit Formalin seine Farbe 
behilt, fairbt sich die Leber eines mit Leukonsiure vergifteten Tieres 
ungleichma&ig und fleckig an. Besonders nach dem Fixieren in Formalin 
treten die gefarbten Stellen gegeniiber den ungefirbten weiB erscheinen- 


1 A. Contardi, Gazz. chim. ital. 51, I, 109 [1921]. 
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den Partien scharf hervor (Abb. 2). Wihrend sich im histologischen Bild 
der Leber noch keine schweren Schiden feststellen lassen, laBt sich auf 
diese Weise makroskopisch eine erhebliche funktionelle Stérung des 
Leberparenchyms zeigen. Nach Untersuchungen von R. Kuhn und 
D. Jerchel** sowie von G. Lakon”’ ist TTC einspezifischer Reduktions. 
indikator. Wiihrend es bei pflanzlichen Embryonen?? und bei Bakterien. 
zellen!® wahrscheinlich gemacht werden konnte, daB im mikroskopischen 
Bild die Orte starkster Farbung mir den Orten des stirksten Reduk- 


eee = oe Rae ———— —— 


Abb. 2. Mit TTC angefairbte Lebern von Ratten, die mit Leukonsiure vergiftet 
wurden. In der Mitte die Leber eines unbehandelten Tieres. 


tionsvermégens iibereinstimmen, ist dies in tierischen Zellen sicherlich 
nicht der Fall. Hier erfolgt zuerst eine diffuse Anfairbung des Proto- 
plasmas. Nach etwa 10 Min. beginnen Formazankristalle unregelmaBig 
in der Zelle und den interzelluliren Raiumen auszukristallisieren. Es 
bildet sich offenbar zuerst eine iibersittigte Formazanlésung, die an 
Stellen der gr6Bten Kristallisationswahrscheinlichkeit (Inhomogenitits- 
stellen) den Farbstoff abscheidet. Man kann daher wohl Aussagen 
machen iiber das Reduktionsvermégen von Zellpartien, nicht aber iiber 
das von einzelnen Zellen. Die mit TTC an der Leukonsdureleber er- 
zielten Ergebnisse lassen darauf schlieSen, da& Leukonsiure reduzierende 
Fermentsysteme der Leber hemmt oder zerstért. Die durch Leukonsiure 
bewirkte Blutzuckersteigerung stellt méglicherweise einen Adrenalin- 
Effekt dar. 


16 R. Kuhn u. D. Jerchel, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 949 [1941]. 
17 G. Lakon, Ber. dtsch. bot. Ges. 57, 191 [1939]; 60, 229, 434 [1942]. 
18 H. J. Bielig, G.A. Kausche, H. Haardick, Z. Naturforschg. 4b, 80 [1949] 
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Bd. 285 (1950) — Physiologische Wirkungen der Leukonséure 


Beschreibung der Versuche 


a) Einflu8 von Leukonsaéure auf den Blutzuckerspiegel 

10 Ratten von je 200g Gewicht erhielten mit je 3 Tagen Abstand jeweils 
200, 122, 150 und 150 mg Leukonsaure in 20-proz. wiBriger Lésung subcutan in- 
jiziert. Bei 7 Ratten stieg der Blutzuckerspiegel, der taglich kontrolliert wurde, 
auf 180—250 mg%, wahrend von den iibrigen Tieren 2 unmittelbar nach der zwei- 
ten Injektion mit nur unwesentlich erhéhtem Blutzucker starben. Der Blutzucker- 
spiegel eines Tieres blieb unbeeinfluBt. 

2 Kaninchen von je 2kg erhielten 1 g Leukonsiure/kg K6rpergewicht in 
20-proz. Lésung s. c. injiziert. 30 Min. spiter wurde den sterbenden Tieren Blut 
entnommen. Die Blutzuckerwerte lagen bei 321 und 184 mg%, die Blutcalcium- 
werte bei 27,04 und 25,71 %. Die Abb. 3 zeigt die Blutzuckerikurven von zwei 
Kaninchen, die zu den mit Pfeilen gekennzeichneten Zeiten 500 mg/kg Leukon- 
siure s. c. erhielten. 
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Abb. 3. Blutzuckerkurven von 2 Kaninchen, denen zu den mit Pfeilen bezeichneten 
Zeiten je 500 mg/kg Leukonsaéure subcutan injiziert wurde. 


b) Aminoséureabbau nach Strecker 

Jeweils 1 g x-Amino-phenylessigsiure, hergestellt nach Zelinsky und Stadni- 
koff!®, wurden in der bei Schénberg?* angegebenen Weise zusammen mit 1 g der 
zu priifenden Verbindung in 40 cem Wasser im CO,-Strom 15 Min. unter RiickfluB 
erhitzt. Anschlie8end wurde der Kiihler (Abb. 4) nach unten gedreht und 50% 
des Kolbeninhaltes in 50 ccm einer bei 80° gesattigten alkoholischen 2.4-Dinitro- 
phenylhydrazinlésung abdestillicrt. Hierauf wurde die Phenylhydrazinlésung auf 
dem Dampfbad kurz erwirmt, das gebildete Benzaldehyd-dinitrophenylhydrazon 
einmal aus Alkohol umkristallisiert und durch Schmelzpunkt und Mischschmelz- 
punkt jeweils identifiziert. Folgende Verbindungen vermochten Aminophenyl- 
essigsiure zu Benzaldehyd abzubauen: Alloxan, Dialursiure, Trichinoyl, Tetraoxy- 
chinon, Rhodizonsiure, Leukonsiure und Krokonsiure. Sehr wenig Benzaldehyd 


19 N. Zelinsky u. G. Stadnikoff, Ber. dtsch. chem. Ges. 41, 2061 [1942]. 
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Abb. 4. Apparat zur Priifung der Abbaufihigkeit von Aminosiuren nach der 
Streckerschen Reaktion. 


wurde erhalten mit Harnséureglykol und Salizil. Die Reaktion wurde nicht ge- 
geben von Barbitursiiure, Harnséure und Dibromsalizil. 


c) Leukonsaéure am isolierten Meerschweinchendickdarm. 


Mannlichen Meerschweinchen von 3—400 g Kérpergewicht wurde in Ather- 
narkose das Colon entnommen und sofort in kérperwarme Tryodelésung gelegt. 
Ein etwa 2 cm langes Stiick wurde in einem senkrecht stehenden, doppelwandigen 
Glasrohr, das durch einen Héppler-Thermostaten auf 39° gehalten wurde, an zwei 
kurzen Haken aus V.A-Stahl befestigt. Das Glasrohr war unten durch einen 
Gummistopfen verschlossen, durch den ein Zu- und ein Ablauf fiihrte und eine 
Luftdiise zum Durchleiten von Luft einmiindete. Der untere Haken war an einem 
lotrecht im Versuchsgefai8 stehenden, unten umgebogenen Glasstab befestigt, 
wahrend der obere Haken mit einem Scidenfaden vorn an einem isotonischen 
Schreibhebel, der die Bewegungen des Darmes auf ein Russ-Kymographion iiber. 
trug, befestigt war. Das VersuchsgefaB enthielt 100 com Tyrodelésung. Das Spiilen 
erfolgte jeweils durch vélliges Ablassen und wieder Fiillen des GefaBes (im Gegen- 
satz zu der sonst iiblichen Verdringungsmethode, die sich nicht bewihrte). Wie 
aus Abb. 1 hervorgeht, bewirkte Suprarenin (Farbwerke Hoechst) in einer 
Konzentration von 1:10® eine voriibergehende Tonussenkung und Lihmung der 
peristaltischen Darmbewegungen. Die Suprareninwirkung wurde durch Zusatz von 
sehr geringen Leukonsiuremengen erheblich verstarkt und verlingert. Noch in 
einer Konzentration von 1:10’ konnte eine Verlingerung der Leukonsiurewirkung 
auf das Dreifache beobachtet werden. 
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Untersuchungen iiber den Blutcholesterinspiegel 
in den Jahren 1942—1949 
Von 
Josef Schmidt-Thomé und Friedrich Prediger 
Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Tibingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Oktober 1949) 


In vergleichenden Untersuchungen, die sich iiber mehrere Jahre 
erstreckten, haben wir gefunden, daB seit Beginn des Krieges bis zum 
Jahre 1947 ein fortschreitendes Absinken sowohl des freien wie des 
veresterten Cholesterins des Serums festzustellen war, wihrend das 
Blutkérperchencholesterin konstant blieb 1,?. Die Ursache hierfiir wurde 
in Ubereinstimmung mit anderen Autoren (Lit. loc. cit.) in der mangel- 
haften Ernihrung wahrend der Kriegs- und Nachkriegszeit, vor allem 
in zu niedriger Fettzufuhr gesehen. Die erhebliche Verbesserung der 
Ernihrungslage seit 1948 lieB erwarten, daB der Blutcholesterinspiegel 
wieder ansteigen wiirde. Diese Erwartung hat sich bestitigt. 

Die Untersuchungen wurden an dem gleichen Kreis von normalen 
Individuen durchgefiihrt wie friiher. Zu den Cholesterinbestimmungen 
bedienten wir uns wieder der friiher entwickelten titrimetrischen Mikro- 
methode mit Hilfe der Blutkérperchenhimolyse*. Wie in der vorigen 
Mitteilung! wurde zur statistischen Sicherung der Befunde der mittlere 
Fehler a3, der Mittelwerte M fiir gesamtes, freies und verestertes 
Cholesterin berechnet. Die Differenzen M,— M, fiir Cholesterinwerte 
aus verschiedenen Jahren kénnen mit einer Wahrscheinlichkeit von 
99,73°% als statistisch gesichert gelten, wenn sie gréBer sind als ¢- opi, 
d.i. der dreifache mittlere Fehler der Differenz*. In den folgenden 
Tabellen sind neben den Werten M + oy fiir 1949 noch einmal die 
aus den Jahren 1942—47? angefiihrt: 


Tab. 1. Blutkérperchencholesterin in mg%. 


1942 | 1946 | 1947 | 1949 








58425 | 5641,51 | 60+1,23 | 66+ 0,815 
(16 Falle) | (13 Falle) | (12Fialle) | (15 Falle) 


Aus Tab. 1 ergibt sich eine leichter Anstieg der Werte fiir das 
Blutkérperchencholesterin von 1947—49, der statistisch gesichert ist, 
wihrend von 1942—47 die Werte innerhalb der Fehlergrenze konstant 
geblieben waren. 


a 1 J. Schmidt-Thomé, G. Schettler u. H. Goebel, diese Z. 288, 63 
8]. 

* G. Schettler u. J. Schmidt-Thomé, Klin. Wschr. 26, 463 [1948]. 

3 J. Schmidt-Thomé u. H. Augustin, diese Z. 275, 190 [1942]. 

4 Vgl. S. Koller, Graphische Tabellen zur Beurteilung statistischer Zahlen 
2. Aufl. Th. Steinkopff, Dresden u. Leipzig 1943. 
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Tab. 2. Plasmacholesterin in mg%. 


Bd. 285 (1950) 





J ahr 


Zahl der 
Fille 


Gesamt- 
cholesterin 


Freies 
Cholesterin 


Verestertes 
Cholesterin 





1942 
1946 
1947 
1949 





16 
13 
12 
15 





191 + 5,98 
157 + 3,82 
160 + 5,42 
214 + 3,64 





51 + 2,05 
42+ 1,5 

44+ 1,79 
59 + 2,86 





141 + 5,15 
115 + 3,7 
116 + 5,06 
155 + 3,8 


Der aus Tab. 2 ersichtliche Abfall der Cholesterinwerte von 1942—47 
ist statistisch mit 99,739 Wahrscheinlichkeit gesichert?. Die Normal. 
werte vor dem Kriege fiir Gesamtcholesterin lagen nach eigenen Arbeiten 
und Literaturangaben, insbesondere nach Untersuchungen von Roch 
und Besser‘ in Genf bei 216 mg. Die Schweizer Autoren fanden fiir 
die Jahre 1944/45 einen Gesamtcholesterinwert von 170 mg%, der sich 
gut zwischen unsere Werte einfiigt. Wie die Tabelle weiter zeigt, ergibt 
sich aus unseren Untersuchungen vom Jahre 1949 ein Wiederanstieg des 
Blutcholesterins auf normale Werte, der nach Tab. 3 statistisch ebenfalls 
mit 99,73% Wahrscheinlichkeit gesichert ist; denn M,— M, ist groBer 
als ¢: Opirr. 

Tab. 3. Differenz der Plasmacholesterinwerte 1947—49. 





Jahr Cholesterin | M,—M, | t- opie 





1947—49 


Gesamt | 54 | 21,7 
Frei | 15 | 11,2 


Verestert 39 21 





In gréBeren Versuchsreihen in der Tiibinger Medizinischen Klinik, 
wobei das Cholesterin im Vollblut bestimmt wurde, hatte sich ein 
gleichlaufender Abfall der Werte seit Kriegsbeginn bis 1947 gezeigt’. 
Die im letzten Jahr erneut durchgefiihrten Bestimmungen zeigten auch 
hier eine Riickkehr zur Norm®. 

In der Tab. 4 sind die Blutcholesterinwerte einzelner gesunder 
Personen aufgefiihrt, deren Schwankungen iiber die Jahre 1942—49 
verfolgt werden konnten. Es zeigt sich ausnahmslos ein Anstieg der 
Werte von 1947 bis 1949, der besonders auffallend bei den Personen 
mit niedrigem Cholesterinniveau im Jahre 1947 ist. 

Das Ergebnis unserer Untersuchungen ist ein eindeutiger Anstieg 
des Blutcholesterins im letzten Jahr zu normalen Werten. Damit diirfte 
der Zusammenhang des Absinkens der Werte wiihrend der Kriegs- und 
Nachkriegszeit mit der mangelhaften Ernahrung gesichert sein. Auch 
die schon friiher ausgesprochene Vermutung, daB die Héhe des Blut- 
cholesterinspiegels ein MaB fiir den Grad der Unterernahrung darstellt’, 
erfahrt durch unsere Arbeiten eine weitere Bestitigung. 


6 R. Roch u. R. Besser, Schweiz. med. Wschr. 76, 385 [1946]. 
6 G. Schettler, Klin. Wschr. im Druck (Privatmitteilung). 
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Tab. 4. Plasmacholesterinwerte cinzelner Individuen in mg% in den Jahren 
1942—49. 





Name | Gesamtcholesterin | Freies Cholesterin | Verestertes Cholesterin 
1942 1946 | 1947 | 1949 | 1942 | 1946 1947 | 1949 1946 | 1947 








205 y 50 58 
179 22 51 58 
200 y 46 57 
197 46 60 

: 36 
60 
50 
b+ 
58 
52 
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Zusammenfassung 


In Fortfiihrung friiherer Untersuchungen, in denen ein starker 
Abfall der Werte fiir gesamtes, freies und verestertes Cholesterin im 
Blutplasma in den Jahren seit Kriegsbeginn bis 1947 festgestellt worden 
war, wurde gefunden, daB mit Besserung der Ernahrungslage seit 1948 
ein Wiederanstieg auf normale Werte eingetreten ist. Auch fiir das 
Blutkérperchencholesterin ergab sich ein leichter Anstieg. 


Ein Mikropipettiergerat 
Von 
W. Boguth 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie GieBen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Oktober 1949) 


Das hier beschriebene Gerat gestattet eine weitgehende Mechanisierung der 
Arbeiten beim gs = eager und Mikrotitrieren und kann bei mikrochemischen 
und biologischen Arbeiten vielseitig verwendet werden. 


Es dient: 


1, Zum Auffiillen kleiner Flissigkeitsmengen auf Volumina unter 5 ccm. 
2. Zum Abhebern von Fliissigkeiten nach vorausgegangenem Zentrifugieren. 
3. Zur Herstellung von Verdiinnungsreihen. 
4, Als Mikrobirette und zur Mikrotitration. 


Das Gerat gestattet die Verwendung beliebiger geeigneter Mikropipetten. 
Das Einsaugen und AbflieBen aus der Pipette erfolgt durch einen regelbaren Unter- 
druck. Die Berithrung der MeBfliissigkeit mit einem Glashahn sowie die Unsicher- 
heit, die bei Mikrobiiretten mit seiner Betatigung verbunden ist, fallen fort. Bei 
der Mikrotitration erfolgt das Rithren durch Drehen des Titrierbechers ohne be- 
sonderen Riihrmotor. Dadurch wird eine Raumeinsparung und apparative Ver- 
einfachung mdéglich. 
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Das Gerat besteht aus einem Stativ, dessen senkrechtes Rohr am oberen Ende 
die Saugvorrichtung (1, Abb. 1) trigt. Der abschraubbare zylindrische Teil enthalt 
einen prazise eingeschliffenen Kolben, dessen Schubstange durch das Innere des 
Stativrohres lauft und mit dem Triebmechanismus im FuBe des Statives verbunden 
ist. Der Hubraum des Kolbens ist am oberen Ende durch einen Schraubdecke! 
(2, Abb. 1) luftdicht verschlossen und steht mit der 
MeBpipette durch das AnschluBréhrchen (3, Abb. 1) 
in Verbindung, welche durch ein Stiickchen Gummi. 
schlauch hergestellt wird. 

Die Schmierung des Kolbens erfolgt selbst. 
titig durch cine Schmierbuchse (4, Abb. 1). Der 
Kolben ist in der Mitte mit einer ringférmigen 
Schmiernute versehen. In diese wird bei jedem 
Vorbeigang an der Zufiihrungséffnung, wenn nitig, 
Fett unter leichtem Druck aus der Schmierbuchge 
automatisch nachgeférdert. 

Die Bewegung des Kolbens erfolgt am Fufe 
des Statives mittels Zahn und Trieb durch eine 
Randelschraube (5, Abb. 1) (Grobeinstellung). Diese 
ist mit einem Gewinde versehen, in welches ein 
Schneckentrieb durch Heben des Randelknopfes 
(6, Abb. 1 u. 2) einschaltbar ist (Feineinstellung), 
Nach dem Einrasten kann durch Drehen des Randel- 
knopfes die Feineinstellung erfolgen. Das kleinste 
meB8bare Volumen betrigt bei Verwendung einer 
0,1-ccm-MeBpipette 0,001 ccm. Das maximal mef. 
bare Volumen des Gerites betrigt etwa 6 ccm. 
Uber den Stand des Kolbens orientiert ein Zeiger 
(7, Abb. 1) an der Vorderseite des Stativsockels. 

Am Stativrohr ist eine Klemme verstellbar, 
welche die Haltefeder zur Fixierung der Pipette 
tragt (8, Abb. 1). 

Weiter trigt das Stativrohr die Haltevorrich- 
tung fiir die GefiBe, die in beliebiger Héhe durch 
eine Klemmschraube (9, Abb.1 u. 2) festzustellen 
ist (Grobeinstellung). AuBer diesem grob einstell- 
baren Teil (10, Abb. 1) besteht die Haltevorrich- 
tung aus einem zweiten Teil (11, Abb. 1 und schraf- 
fiert in Abb. 2 u. 3), der in einer Schwalben- 
schwanzfiihrung mittels Zahn und Trieb in der 
Héhe genau verstellt werden kann. Diese Fein- 
einstellung erfolgt durch die an der linken Seite 
angebrachte Triebschraube (12, Abb. 1). Der beweg- 
liche Teil der Haltevorrichtung trigt an seinem 
oberen Ende eine Schraube zur Befestigung von 
Klemmfedern (13, Abb.1u.4) und in der Mitte 
ein Winkelstiick mit versenkter Steckbuchse (14, 

Abb. 1 Abb. 1, 2 u. 3). x 
Bei Verwendung von Schialchen oder kleinen 
Becherglisern wird in die Klemmfeder ein Tischchen (15, Abb. 3) eingeklemmt. 
Dieses Tischchen hat einen Zapfen (16, Abb. 3), so daB es auch durch Einstecken 
in die Steckbuchse des Winkelstiickes (14, Abb. 1, 2 u. 3) eingesetzt werden kann. 

Die Gangigkeit der Rindelschraube (5, Abb. 1) und der Triebschraube (12, 
Abb. 1) kann durch Madenschrauben (20, Abb. 1) reguliert werden. 

Beim Arbeiten mit Mikroreagens- oder Zentrifugenglisern, setzt man diese 
mit ihrer unteren Kuppe in die Versenkung des Winkelstiickes und driickt sie in 
die Klemmfeder (Abb. 2). Sie stehen dann senkrecht und zentrierbar zur Pipetten- 
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Abb. 2 Abb. 3 


achse. Durch Bedienung der Grob- und Feineinstellung der Haltevorrichtung 
bringt man die Pipettenspitze mit der abzusaugenden Fliissigkeit in Beriihrung. 
Das Absaugen geschieht durch Drehen der Randelschraube (5, Abb. 1) baw. des 
Randelknopfes (6, Abb. 1), wobeidurch gleichzeitiges Nachstellen der Triebschraube 
(12, Abb. 1) dafiir gesorgt wird, da8 der Kontakt der Pipettenspitze mit der abzu- 
saugenden Fliissigkeit nicht verloren geht. 

‘Beim Auffillen saugt man die Lésung ganz in die Pipette ein, spiilt das 
Probeglas nach Herausnahme durch Drehen mit wenig Waschfliissigkeit, welehe 
anschlieRend weiter in die Pipette aufgesaugt wird. DieserVorgang wird wiederholt, 
bis das gewiinschte Volumen erreicht ist. Die Pipette wird dann in ein trockenes 
Probeglas entleert und die Lésung zur Durchmischung noch einige Male eingesaugt 
und entleert. 

Das Abhebern von Flissigkeiten iiber abzentrifugierten Niederschligen ist 
scharf ausfiihrbar. Ebenso gelingt es leicht, 95% der leichteren Phase zweier nicht 
mischbarer Flissigkeiten abzuhebern. 

Zur Mikrotitration verwendet man den Titriereinsatz. Er besteht aus einer 
Platte mit Zapfen (18, Abb. 4) und kann wie das Tischchen in das Winkelstiick 
eingesteckt werden, womit er auch fixiert ist. Auf der Platte ist der Einsatz mit 
drei Haltefedern fiir den Titrierbecher auf Kugeln drehbar gelagert. (19, Abb. 4.) 
An der Drehachse ist eine biegsame Welle befestigt, die in einen gerindelten Stift 
auslauft (23, Abb. 4). Das Rithren wahrend der Titration erfolgt durch Drehen 
dieses Stiftes mit der linken Hand. Als Rihrer wird ein gewinkelter Glasstab 
(22, Abb. 4) in die Klemmfeder eingesetzt, welche mit der Schraube (13, Abb. 4) 
befestigt wird. An Stelle des Riihrers kénnen auch entsprechend geformte Elektro- 
den zur konduktometrischen oder potentiometrischen Titration eingesetzt werden. 
Beim Titrieren mit eingetauchter Pipette (21, Abb. 4) verwendet man solche mit 
aufgebogener Spitze. Der Titrierbecher ist geeignet fir ein Flissigkeitvolumen 
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von 15—30 ccm. Bei Verwendung kleinerer Titriereinsitze fallt der Rithrer weg, 


da die exzentrisch eintauchende Pipette in diesen Fallen ausreicht. 
Die aus der Pipette austretende Fliissigkeitsmenge ist praktisch proportional 


der Drehung des Riandelknopfes, dadurch wird das Titrieren sicherer als bei Ver- 
wendung von Mikrobiiretten mit Glashahn. 
Das Geriat wird von der Fa. J. Keiner, Wetzlar, hergestellt. 
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Die Stoffwechselprodukte des Pyramidons und verwandter 
Verbindungen beim Menschen 
Von 
Josef Halberkann und Fritz Fretwurst 


Aus der chem.-pbysiol. Abt. am allg. Krankenhause Hamburg-Barmbeck und der chem.-physiol. Abt, 
am allg. Krankenhause Hamburg-St. Georg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. April 1949) 


Obgleich das Pyramidon (I) schon im Jahre 1897 in die Therapie 
eingefiihrt worden ist und auch heute noch wegen seiner guten anti- 
neuralgischen und krampflésenden Eigenschaften — allein oder mit 
anderen Medikamenten, besonders mit Barbitursiuren, kombiniert — 
zu den am meisten gebrauchten Arzneimitteln zahlt, ist bis in die jiingste 
Zeit hinein wenig iiber sein Verhalten im menschlichen und tierischen 
Organismus bekannt geworden. Wir haben im Jahre 1940 iiber die Auf- 
findung von drei neuen Stoffwechselprodukten des Pyramidons und ihm 
nahe verwandter Analgetica (Novalgin, Melubrin), naimlich von 4-Amino- 
antipyrin, 4-Acetylamino-antipyrin und 4-Oxy-antipyrin, berichtet! und 
eine ausfiihrlichere Veréffentlichung hiertiber, besonders iiber die Art 
der Isolierung und Trennung der genannten Umwandlungsprodukte, in 
Aussicht gestellt. 

Jaffe?, der sich bis dahin als einziger ernsthaft mit dem Pyramidon- 
Stoffwechsel befaBt hatte, gewann aus dem Harn von Hunden, die 
tig]. 3—5 g Pyramidon erhielten, als ersten Abkémmling die Rubazon- 
siure (III) in einer Reinausbeute von nur 1—1!/,%. Die wahre Menge 
schitzte er unter Beriicksichtigung der Verluste beim Reinigen auf etwa 
3°. Der frische Harn, obwohl intensiv rot oder rotbraun gefarbt, ent- 
hielt den Farbstoff nur ausnahmsweise und auch dann nur in sehr ge- 
ringer Menge als solchen, sondern ganz oder hauptsichlich als eine Vor- 
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(Festschr. Prof. Dr. da Rocha-Lima) 11, 149 [1940]. 
2 M. Jaffe, Ber. dtsch. chem. Ges. 34, 2737 [1901]; 35, 2891 [1902]. 
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stufe, die nach Ansiuern des Harns mit Salzsiure durch Luftoxydation 
in Rubazonsiure iibergeht. Nach Jaffes Ansicht handelt es sich hierbej 
jedoch nicht um die Leukoverbindung der Rubazonsiure, sondern um 
1-Phenyl-3-methyl-4-amino-pyrazolon (II), aus dem Knorr? durch Oxy. 
dation und Ammoniakabspaltung die Rubazonsaure bereits synthetisch 
dargestellt hatte. 

Das von uns nach Pyramidoneingabe im Harn gefundene 1-Phenyl. 
2.3-dimethyl-4-amino-pyrazolon (4-Amino-antipyrin) kommt als Vor. 
stufe der Rubazonsiure nicht in Betracht, da seine wisserige Lésung 
bei verschiedenem fy an der Luft keinen Farbstoff bildet. Bei der Oxy. 
dation mittels Eisenchlorids geht es nach Michaelis und Wrede? in 
Antipyrin-Rot (IV) iiber, das, mit Alkali behandelt, farbloses Di-anti- 
pyryl-amin (V) liefert: 

CoH 
(Cl) HO 
CH, -C CH—N=C 
IV (Dichlorid, Schmp. 215°) 
C,H; C,H; 
| 


| 
N, N 


N 
SN” co 


aon Ne “hints i 
CH,-N  €O o¢ = ©N.-CH, 
| | | | 
CH, -C == C — NH — C=== C- CH, 


V (Schmp. 104°) 


In einem frischen Menschenharn beobachtete Jaffe praformierte 
Rubazonsiure; er lieB aber die Frage offen, ob sie beim Menschen stindig 
oder nur ausnahmsweise als solche zur Ausscheidung gelangt. Nach 
unseren Erfahrungen ist unmittelbar nach dem Lassen Menschenharn 
nach Pyramidon-Einnahme regelmaibig, abhingig von der GréBe der 
Dosis, rosarot bis stark rot oder braunrot gefirbt. Es gelang wiederholt, 
aus solchen intensiv gefiirbten Harnen sowohl direkt als nach vorherigem 
Kindampfen Rubazonsiure zu isolieren, die nach Analyse und Eigen- 
schaften mit der von Jaffe aus Hundeharn gewonnenen identisch war. 
Die Intensitit der Harnfiirbung deutet aber darauf hin, daB auBer der 
Rubazonsiure noch andere rote Farbstoffe, darunter vielleicht Antipyrin- 
Rot und Methyl-rubazonsiure( ?)5 gebildet werden, von denen nur die 
erstere leicht zu isolieren ist. 

Wir erhielten die Rubazonsaure meistens durch Extraktion des bei der 
Klarung des Harns mit Bleiacetat durch ein Talkumfilter® abgesaugten und mit 

3 L. Knorr, Liebigs Ann. chem. 288, 137, 189, 192 [1887]. 

4 A. Michaelis u. F. Wrede, Licbigs Ann. Chem. 852, 215 [1907]. 


5 Préscher, Ber. dtsch. chem. Ges. 35, 1436 [1902]. 
6 Man schiittelt einige kleine Léffel Talkum mit Wasser in einem Erlenmeyer- 
kolben kraftig an und saugt die Suspension bei schwachem Unterdruck unter gleich- 
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Wasser gut gewaschenen Bleiniederschlages mit heifem Alkchol oder Essigester. 
Aus dem mit Natriumsulfat méglichst von Wasser befreiten und auf ein kleines 
Volumen eingeengten Lésungsmittel kristallisierte die Rubazonsiure in feinen 
roten Nadeln, die nach Umkristallisieren aus Alkohol bei 184° schmolzen. 

4,431, 4,149 mg Sbst.: 10,885, 10,230 mg CO,, 1,92, 1,80 mg H,O. — 2,916 mg 
Sbst.: 0,532 com N (20°, 721 mm). 

C9H,,0.N; (359,2). Ber. C 66,82, H 4,77, N 19,50. 

Gef. C 67,00, 67,25, H 4,85, 4,86, N 20,16. 

Zur Isolierung der préiformierten Rubazonsiure eignet sich auch folgendes 
Verfahren: Man saugt den Harn durch eine mehrfache I ilterschicht, versetzt das 
klare Filtrat mit 40% Ammoniumsulfat oder mit 33%, Kochsalz und stellt es 
einige Tage in den Eisschrank. Dann filtriert man durch ein Talkumfilter und wascht 
einige Male mit 40-proz. Ammoniumsulfat- bzw. 33-proz. Kochsalzlésung nach. 
Nach dem Trocknen des Filterinhaltes auf Uhrschalen an der Luft wird die Rubazon- 
siure-Schicht nebst Talkum sehr fein gepulvert und mit Ather kalt ausgezogen, 
bis dieser farblos ablinft. Der Atherriickstand wird in Chlcroform gelést, mit der 
gleichen Menge Alkohol versetzt und das Filtrat eingeengt. Die in Nadeln aus- 
kristallisierende Rubazonsiure wird mit eiskaltem Alkohol gewaschen und, wenn 
notig, aus Alkohol umkristallisiert. 

Hiufig findet man die Rubazonsiure im Sediment des Menschen- 
harnes als in Sternen angeordnete, feine, oft gebogene und veristelte 
Nidelchen, selten in derben rhombischen Kristillchen. Bisweilen sind 
diese Kristalle den Epithelzellen aus den Harnwegen und der Blase in 
reichlicher Menge aufgewachsen. Man kann sie auch in ganz frischem 
Harn beobachten. Diese Tatsache’ ist kaum bekannt, aber beachtens- 
wert, da die Rubazonsiurekristalle mit dem ahnlich kristallisierenden 
Bilirubin (Himatoidin) verwechselt werden kénnen. 

_Dem Sediment eines solchen Harns (550 ccm) konnte der krist. rote Farbstoff 
mit Ather entzogen werden. Der Ather wurde zweimal mit Wasser gewaschen, dann 
dreimal mit je 15 com Wasser und 6 Tropfen 20-proz. Sodalésung geschiittelt: 
1, Auszug permanganatfarbig, letzter Auszug violett. Die durch Ausschiitteln mit 
Ather gereinigte Sodalésung wurde mit Schwefelsiure angesduert, und der ent- 
farbten triiben Lésung der Farbstoff mit Ather entzogen, der ihn schnell und leicht 
aufnimmt, Der eidottergelbe bis rotgelbe Ather hinterlieS, in einem Kolben frei- 
willig verdunstend, rote Nidelchen der Rubazonsiure. 

Als zweites Stoffwechselprodukt des Pyramidons nennt Jaffe 1902 
das 1-Phenyl-2.3-dimethyl-4-ureido-pyrazolon (Antipyrylharn- 
stoff) (VI). Er gewann davon nach Verfiitterung von etwa 100g 
Pyramidon 6% aus den gesammelten Hundeharnen, hielt aber die tat- 
sichlich entstehenden Mengen fiir erheblich gréBer. Die Isolierung des 
Antipyryl-harnstoffes ist sehr umstindlich und zeitraubend und nach 
unseren Erfahrungen am Menschenharn auch deshalb sehr schwierig, 
weil der Antipyryl-harnstoff sich in seinen Eigenschaften dem Kreatinin 
so ahnlich verhalt, daB eine Trennung nur schwer gelingt. AuBerdem 
werden die Léslichkeitsverhiltnisse des Antipyryl-harnstoffes durch 
andere im Harn anwesende Stoffe stark beeinfluBt. Harnstoff steigert 
seine Léslichkeit in Wasser bedeutend. Schiittelt man z. B. 0.05 g ge- 


maBiger Verteilung durch ein doppeltes, angefeuchtetes Filter im Biichner-Trichter. 
Man wiischt 1—2-mal mit Wasser nach und gieBt das Filtrat fort. 
7 Neubauer-Huppert, Analyse des Harns 1910, S. 1482 u. 1571. 
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pulverten Antipyryl-harnstoffs mit 5 ccm Wasser, so e1folgt keine sicht- 
bare Liésung, fiigt man aber 0.5 g Harnstoff hinzu, dann lést sich der 
Antipyryl-harnstoff beim Schiitteln schnell auf. Zum chemisch-toxikolo. 
gischen Nachweis einer Pyramidonvergiftung ist der Antipyry]-harnstoff 
daher im Gegensatz zu den von uns gefundenen Stoffwechselprodukten 
kaum geeignet. Wir konnten ihn aus Menschenharn unter groBer Miihe 
nur einmal in sehr geringer Menge isolieren. 

Jaffe? weist darauf hin, dafi der Harn nach Pyramidon-Einnahme eine mehr 
oder minder starke Linksdrehung zeigt, die er auf die Bildung einer gepaarten 
Glucuronséure zuriickfiihrt. Er spricht die Vermutung aus, da} diese méglicher- 
weise der von seinem Schiiler Lawrow® nach Antipyrinfiitterung beobachteten 
Oxyantipyringlucuronsaure analog zusammengesetzt sei, hat aber spater nichts 
mehr dariber veréffentlicht. Wir kommen noch ausfiihrlicher darauf zuriick. 

Den AnstoB zu unseren eigenen Untersuchungen iiber die Stoff- 
wechselprodukte des Pyramidons gaben Beobachtungen, die wir in zahl- 
reichen Fallen bei toxikologischen Priifungen’des Harns auf Morphium 
machten. Hierbei fand sich in der nach dem Verfahren von Stas- Otto 
erhaltenen Morphium-Fraktion eine Substanz, die schon wegen ihrer 
Menge etwas anderes wie Morphium sein muBte. Durch Riickfragen lie8 
sich jedesmal ermitteln, da8 die Patienten in der Klinik Pyramidon er- 
halten oder selbst zu sich genommen hatten, wofiir auch die mehr oder 
minder stark ausgepriigte Rotfiirbung des Harns bereits einen Anhalt bot. 

Die Chloroform-Extrakte der schwach ammoniakalischen (vorher sauer, dann 
natronalkalisch mit Ather ausgeschiittelten) Harne hinterlieBen braunlich bis rot 
gefarbte, firnisartige, manchmal auch kristallinische Riickstinde, deren wisserige 
Lésungen durch Eisenchlorid tief rot mit einem Stich ins Violette gefairbt wurden. 
Aus Chloroform/Essigester oder Benzol liefien sich hieraus farblose Kristalle rein 
erhalten, die wir durch Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt* und ihre sonstigen 
Eigenschaften als 1-Pheny]-2.3-dimethyl-4-acetylamino-pyrazolon (4 
Acetyl-amino-antipyrin) (VII) charakterisieren konnten (Schmp. 198°), 

0,0659 g Sbst.: 0,1542 g CO,, 0,0376 g H,O. -— 3,393 mg Shst.: 0,548 ccm N 
(23°, 715 mm). 

(,3H,;05N; (245,14). Ber. C 63,64, H 6,17, N 17,14. 

Gef. C 63,81, H 6,39, N 17,52. 

Diese in Wasser sehr leicht lésliche Verbindung gab jedoch mit 
Eisenchlorid keine Farbung. Daher muBte in dem Chloroform-Riickstand 
ein weiteres Stoffwechselprodukt des Pyramidons stecken, dem die Rot- 
firbung mit FeCl, zuzuschreiben war. Dieses erwies sich als 1-Pheny]- 
2.3-dimethyl-4-amino-pyrazolon (4-Amino-antipyrin) (VIII). 


VI: R = -CO- NH, 
VII: R =-CO- CH, 
VIll: R=H 


| | 
H,C-C-=-C-NH-R 
4 VI—V1I 
8 D. Lawrow, Ber. dtsch. chem. Ges. 33, 2345 [1900]; diese Z. 82, 112 [1901]. 
* Zur Sicherstellung der jeweils angenommenen Konstitution wurden in allen 
Versuchen der vorliegenden Arbeit Mischschmelzpunktbestimmungen ausgefiihrt, 
ohne da8 dies im folgenden besonders angegeben wird. 
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Die beiden seit langem® bekannten Substanzen sind nahe mitein- 
ander verwandt und durch Acetylierung bzw. Verseifung leicht inein- 
ander tiberzufiihren. 


Acetylierung von 4-Amino-antipyrin: 1,0 g 4-Amino-antipyrin wurde mit 
10ccm Eisessig 3 Stdn. unter RiickfluB gekocht. Nach dem Verdunsten des 
Eisessigs auf dem Wasserbad wurde der Riickstand auf Ton abgepreBt, in wenig 
Chloroform aufgenommen, mit 100 ccm Essigester versetzt und die Lésung durch 
Abdestillieren auf etwa 25 ccm eingeengt. Der Stoff kristallisierte anfainglich in 
Nadelchen, die sich langsam in rhombische Prismen umwandelten; aus Chloroform- 
Essigester unter Zusatz von etwas Tierkohle umkristallisiert: Farblose Prismen | 
Schmp. 198—199°. 

Verseifung von 4-Acetylamino-antipyrin: 10g 4-Acetylamino-anti- 
pyrin wurden mit 50 ccm Salzsiure (d = 1,065; etwa 5-facher UberschuB) 9 Stdn. 
riickflieBend gekocht. Die hellgelbe Farbe der Lésung wurde nach dem Erkalten 
tiber Nacht etwas rotlich. 

Nach Zusatz von 10 g Kochsalz wurde der salzsauren Lésung durch 5-maliges 
Ausschiitteln mit je 100 ccm Chloroform unverseiftes Acetylderivat entzogen. 
Dann wurde unter Eiskihlung mit 25 ccm 33-proz. Natronlauge stark alkalisiert 
und mit je 100 ccm Chloroform 5-mal ausgeschiittelt. Der schwach braunliche 
Auszug wurde nach Zusatz von Natriumsulfat und Tierkohle filtriert, eingeengt, 
bis fast alles Chloroform verdunstet war und noch warm mit 40 ccm eines Ge- 
misches gleicher Teile Ather-Petrolither versetzt. Die ausgefallenen Kristalle von 
4-Amino-antipyrin schmolzen bei 106°. 


Die Entstehung des Acetylamino-antipyrins in vivo ist ein weiteres 
Beispiel fiir die schon hiufiger gefundene Acetylierungsfihigkeit des 
Organismus fiir aliphatische und aromatische Aminoverbindungen”. 
Nach Muenzen, Cerecedo und Sherwin" scheint eine scharfe Tren- 
nung bei den verschiedenen Spezies in Bezug auf ihre Fihigkeit, die 
Acetylierungs-Reaktion als Abwehr gegen fremde Aminoverbindungen 
zu benutzen, zu bestehen. Der Hund acetyliert leicht aliphatische Amino- 
verbindungen oder aromatische Substanzen mit einer Aminogruppe in 
der Seitenkette. Kaninchen und Menschen acetylieren dagegen diese 
Verbindungen nicht, wohl aber am Kern haftende Aminogruppen. Auch 
Mietzsch!® betont die sehr verschiedene Acetylierungsfaihigkeit bei den 
einzelnen Lebewesen: Wihrend das Kaninchen fast nur Acetylverbin- 
dungen ausscheidet, findet man beim Hund fast ausschlieBlich die freie 
Aminoverbindung wieder. Die Maus und der Mensch zeigen gemischte 
Ausscheidung, wobei im Anfang die freie Aminoverbindung, spater aber 
die Acetylverbindung iiberwiegt. Die in der Leber sich abspielende Ace- 


® L. Knorr u. T. Geuther, Liebigs Ann. Chem. 298, 56 [1896]; L. Knorr 
u. F. Stolz, ebenda 298, 58, 64 [1896]. 

10 Neubauer u. Warburg, diese Z. 70, 1 [1910]; F. Knoopu. E. Kertess, 
diese Z. 67, 489 [1910]; L. R. Cerecedo u. C. P. Sherwin, J. biol. Chemistry 
62, 217 [1924/25]; M. Hensel, diese Z. 93, 401 [1915]; A. Ellinger u. M. Hensel, 
diese Z. 91, 20 [1914]; J. H. Crowdle u. C. P. Sherwin, J. biol: Chemistry 55, 
15 [1923]; E. K. Marshall, W. C. Cutting u. Kendall Emerson, Science 
[New York] 85, 202 [1937]; Chem. Zbl. 1987 II, 431; F. Mietzsch, Ber. dtsch. 
chem. Ges. 71, 27 [1938]. 

1 J, A. Muenzen, L. R. Cerecedo u. C. P. Sherwin, J. biol. Chemistry 
67, 469 [1926]. 
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tylierung wird im allgemeinen als Entgiftungsvorgang aufgefaBt!*. Ob 
das auch beim Aminoantipyrin der Fall ist, erscheint fraglich. Denn nach 
Kobert* ist das Aminoantipyrin vielmals weniger toxisch als Pyra. 
midon, 4- Acetylamino-antipyrin dagegen nach Priifung Sieckmanns" 
an der ‘Maus nur wenig ungiftiger als Pyramidon (Dosis letalis des Acetyl. 
amino-antipyrins 0,3 mg/g, des Pyramidons 0,2 mg/g). Acetylamino. 
antipyrin besitzt aber im Gegensatz zum Pyramidon keine antipyretische 
Wirksamkeit * und ist in Wasser sehr viel leichter léslich als Pyramidon, 
wodurch seine Ausscheidungsgeschwindigkeit gegeniiber diesem viel- 
leicht erhéht wird (,,indirekte“ Entgiftung ¢). Primar wird ohne Zweifel 
im Organismus Aminoantipyrin aus Pyramidon gebildet, woraus sekun- 
dir die Acetylverbindung entsteht. Denn bei einem weiter unten ange- 
fiihrten Selbstversuch ging das eingenommene Aminoantipyrin zu einem 
erheblichen Teil in Acetylamino-antipyrin iiber, wahrend umgekehrt 
bei einem Versuch am Hund nach Verfiitterung der Acetylverbindung 
keine Spur Aminoantipyrin nachzuweisen war. 

Jaffe nahm an, daB zur Bildung der Rubazonsiure auBer der Ent- 
methylierung am Ni) des Pyramidon-Molekiils auch die beiden Methyl- 
gruppen des Dimethylamin-Restes in gleicher Weise entfernt wiirden, 
daB also das Cy4)-stiindige N-Atom selbst im Molekiil erhalten bliebe. 
Diese Méglichkeit halten wir fiir wenig wahrscheinlich. Verstandlicher 
erscheint ein einfacher Austausch des (CH;),N-Restes gegen den H,N- 
Rest, wie er bei der Entstehung des Antipyrylharnstoffs in analoger 
Weise vor sich gehen muB8. Es gliickte allerdings nicht, hierfiir durch 
Feststellung einer erhéhten Dimethylamin-Ausscheidung nach Pyra- 
midon-Einnahme den direkten Beweis zu fiihren. 


Bestimmung des Dimethylamins nach Pyramidon-Kinnahme. An 2 auf- 
einanderfolgenden Tagen wurden 40,5 g Pyramidon pro die in einem Selbst- 
versuch eingenommen, und die Harne, wie an 2 vorangehenden und an 3 nach- 
folgenden Tagen, restlos iiber wenig Toluol gesammelt. 


Tab. 1. Einflu®8 peroraler Pyramidongaben auf die Dimethylamin-Ausscheidung 





Harnmenge NH(CH;), - HCl 


Pyrami 
yramidon ccm roh in mg 





—- 1440 30,3 
— 1140 33,4 
4x0,5g  - 1130 31,4 
4x 0,5 g 2250 42.5 > 
- 1625 36,8 
= 1450 34,9 
— 1760 20,6 


12 ©. P. Sherwin, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 22, 182 [1924]; Ber. ges. Physiol. 
32, 266 [1925]; Chem. Zbl. 1926 I, 1596; B. Harrow, F. W. Power u. C. P. 
Sherwin, Chem. Zbl. 1927 II, 2207. 

13 R. Kobert, Z. klin. Med. 62, 57 [1907]. 

M4 Private Mitt. v. Hrn. Dr. Sieckmann aus d. Pharmakol, Labor. d. Fa. 
E. Merck, Darmstadt. 

16 H. Loffler, diese Z. 232, 259 [1935]. 
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Der Tagesharn wurde je nach der Menge mit 15—20 g Magnesiumoxyd auf 
3/, eingekocht, das Destillat in verd. Salzsiure aufgefangen und nach Alkalisieren 
mit Natronlauge wiederum 1/, davon in vorgelegte verd. Salzsiure abdestilliert. 
Das Destillat wurde auf dem Wasserbad eingetrocknet, der Riickstand mit 15 g 
Kochsalz verrieben und Schale und Mérser mit 5 g Kochsalz ausgerieben. Nach 
Einfillen in eine Papierhiilse blicb diese 5 Tage im Schwefelsiure-Exsiccator 
stehen. Dann wurde 2 Tage lang im Soxhlet mit Chloroform extrahiert, der Auszug 
quantitativ in einen gewogenen Kolben filtriert und der stets briunlich gefirbte 
Riickstand nach 10 Min. langem Trocknen bei 100° und nach dem Erkalten im 
Schwefelsiure-Exsiccator gewogen. 


ccm mg 
Harn 40 


2000 

















wer sr se 8 ee 


Abb. 1. Ausscheidung von Dimethylamin nach Pyramidon | (4x 0,5 g). 


Die geringe Zunahme des rohen Dimethylamin-hydrochlorids am 4. und 
5. Tage hingt méglicherweise mit der gréBeren Harnabsonderung zusammen. Aus 


2x2,0g Pyramidon sollten theoretisch 20,7 g NH(CH,).- HCl entstehen. Eine 
Abspaltung von Dimethylamin ist also durch diese Versuche nicht erwiesen worden. 

Nach Léffler™ enthalt normaler Harn 0,5—4,0 mg Dimethylamin in 100 ccm, 
was mit unseren Befunden gut iibereinstimmt. Wahrend nun einerseits Fuchs *° 
feststellt, daB Dimethylamin nach subcutaner Verabreichung im Tierkérper vollig 
abgebaut wird, was unsere negativen Befunde nach Pyramidon-Einnahme erklaren 
wirde, findet Rechenberger?’ andererseits nach oraler Zufuhr beim Menschen 
91,5% des gegebenen Dimethylamins im Harn wieder. Dies wiirde aber bedeuten, 
da8 im Organismus kein Dimethylamin aus Pyramidon abgespalten wird. 


Zur quantitativen Erfassung und Trennung des Acetylamino-anti- 
pyrins und des Aminoantipyrins im Harn waren zunichst Vorversuche 
erforderlich. 


Vorversuch zur quantitativen Wiedergewinnung von 4-Acctyl- 
amino-antipyrin und 4-Amino-antipyrin aus Harn. 

Von 2 Tagesportionen eigenen Harns von 1400 bzw. 1500 ccm wurde die eine 
mit 1,0 g Acetylamino-antipyrin und 0,2 g Aminoantipyrin versetzt, die andere 
ohne Zusatz als Blindversuch verarbeitet. 

Die gegebenenfalls mit Essigsiiure angesiiuerte Harntagesmenge wurde mit 
2% gepulvertem Bleiacetat versetzt, nach dessen Auflésung durch ein Talkumfilter 
filtriert, und das mit 3°, Kristallsoda versetzte Filtrat nach deren Lésung wieder 
durch Talkum gesaugt. Das Filtrat wurde nach dem Auflésen von 33% NaCl 
7-mal mit je 200 cem Chloroform extrahiert. Dabci wurde es des besseren Effektes 
wegen in zwei Halften mit Chloroform ausgezogen, indem die jeweils zur Extraktion 
der ersten Halfte benutzte Chloroformportion anschlieBend zum Ausschiitteln der 
zWeiten Hilfte diente. Die vereinigten Chloroform-Extrakte wurden nach dem 
Trocknen mit Natriumsulfat abdestilliert, und der chloroformfreie Riickstand in 


© H. Fuchs, Z. Biol. 98 (neue Folge 80), 473 [1938). 
1? J. Rechenberger, diese Z. 265, 275 [1940]. 
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20 com warmen Wassers aufgenommen. Nach dem Erkalten wurde wenig Talkum 
zugesetzt, in einen Scheidetrichter filtriert, und das Filter mit 3-mal 5 com Wasser 
gewaschen. Das Filtrat wurde mit 40 Tropfen 25-proz. Salzsiure angesiuert und 
4-mal mit je 30 ccm Ather ausgeschiittelt. Die in einem zweiten Schiitteltrichter 
gesammelten Ather-Extrakte wurden 2-mal mit je 5 cem Wasser (das vorher zum 
nochmaligen Nachwaschen des Filters benutzt war) gewaschen. Das Wasser wurde 
der mit Ather gereinigten, salzsauren Losung zugefiigt. 

Nach Zusatz von 15 g Kochsalz wurde 5-mal mit je 100 ccm Chloroform aus. 
geschiittelt: Chloroform-Riickstand = Acetylamino-antipyrin (A). Dann wurde 
die Lésung mit 90 Tropfen 15-proz. Natronlauge alkalisiert und wieder 5-mal mit 
je 100 cem Chloroform extrahiert: Chloroform-Riickstand = Aminoantipyrin (B). 

Es wurden gefunden: 

(A) Chloroform-Riickstand, bei 100° getrocknet: 1,0062 g 
Chloroform-Riickstand des Blindversuches: 0,0170g 

Acetylamino-antipyrin: 0,9892 g = 98,9% 

Der kristallinische rotbraiunliche Riickstand wurde mit etwas Essigester ab- 
gepreBt, Schmp. 196—197°. 

(B) Chloroform-Riickstand, bei 100° getrocknet: 0,1923 g 
Chloroform-Riickstand des Blindversuches: 0,0069 g 
Aminoantipyrin: 0,1854 g = 92,7%. 

Der Glige Riickstand erstarrte beim Impfen mit Aminoantipyrin und wurde 
aus wenig Essigester, reichlich Ather und Petrolither bis zur Triibung umkristalli- 
siert und-mit etwas Benzol abgepreft: Schmp. 106—107°. 

Die oben erhaltenen Atherausziige hinterliefen: 

Versuch: 0,0158 g 
Blindversuch: 0,0064 g 
0,0094 g 
Acotylamino-antipyrin oder Aminoantipyrin waren in dem Ather-Riickstand nicht 
enthalten. 


Einnahme von Pyramidon 


Der eine von uns nahm an 2 aufeinanderfolgenden Tagen pro die 
4 x 0,5 g Pyramidon. Die restlos gesammelten Harnportionen wurden 
nach dem bei dem Vorversuch angewandten Analysengang verarbeitet. 


Tab. 2. Ubersicht iiber die Stoffwechselversuche mit Pyramidon beim Menschen 
* CHC),-Extrakt | CHC) ,-Extrakt 
Pyra- | Harn|{ Harn- | Ather- | aus salzsaurer |aus natronalkal. 


midon | ccm farbe | Extrakt | Lésg. = Acetyl- | Lésg. = Amino- 
amino-antipyrin antipyrin 





Nr. 





— 1140 | norma! | 0,0043¢ 0,0135 g .0,0061 g 
4x0,5¢ | 1480 | rétlich 0,0127¢ 0,2708 g 0,2077 g¢ 
4x0,5g | 1500 | rot 0,0148 g 0,4875 g 0,3367 g 

— 1540 | hellrot 0,0095 g 0,3877 g 0,2458 g 

= 1500 | normal | 0,0061 g 0,1122 g 0,0332 g 

~- 1230 | normal | 0,0053¢ 0,0346 g 0,0113 ¢ 

—_ 1150 | normal | 0,0053 ¢ 0,0226 g 0,0073 g 

a= 1580 | normal | 0,0061 g 0,0162 ¢ 0,0071 g 














SITs wOw 








Gesamtausscheidung 1,3451 g 0,8552 g 
Abzug f. Blindvers. (Mittel v. 1 u. 8 bzw. 
i, sal. 2 0,1188 g 








Reinsubstanz 1,2263 g 
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Von den eingenommenen 4,0 g Pyramidon wurden demnach aus- 
geschieden als Acetylamino-antipyrin 1,226g und als Amino- 
antipyrin 0,801 g. Berechnet auf Pyramidon (231,12) betrug die Aus- 
scheidung : 

Acetylamino-antipyrin (245,15) = 1,156 g Pyramidon = 
Amino-antipyrin (203,13) = 0,911 g Pyramidon = 2: 


Fiir die Gesamtausscheidung von 2,067 g belief sich der Anteil 


des Acetylamino-antipyrins auf 55,9% | __ 1:0.79 
des Amino-antipyrins auf —a. hl, 


Dabei erstreckte sich die Ausscheidung des ersteren iiber 5 Tage, die des 
letzteren tiber 4 Tage (s. Abb. 4). 


Zur Priifung auf Pyramidon-Stoffwechselprodukte wurden die Ather-Riick- 
stiinde Nr. 2—4, die beim Trocknen bei 100° schwarzbraun geworden waren, mit 
Alkohol ausgekocht und nach dem Abdestillieren des Alkohols 4 Stdn. mit 10 ccm 
12,5-proz. Salzsiure riickflieBend erhitzt. Nach dem Erkalten wurde die klare 
Fliissigkeit von teerigen Ausscheidungen abgegossen, mit 10 ccm 15-proz. Natron- 
lauge alkalisiert und nach Zusatz von 4 g Kochsalz 4-mal mit je 25 ccm Chloroform 
ausgeschiittelt. Der Chloroformriickstand wurde in 10 Tropfen Alkohol gelést, 
mit 5 com Wasser versetzt und mit FeCl, auf Amino-antipyrin gepriift. Ausfall der 
Reaktion ganz schwach +. Die Ather-Extrakte konnten also nur fiir das Analysen- 
Ergebnis praktisch véllig belanglose Spuren der chloroformléslichen Stoffwechsel- 
produkte enthalten haben. 

Von den Acetylamino-antipyrin-Riickstinden wurden Nr. 2—5 zur Reindar- 
stellung benutzt, die folgenden, wie soeben beschrieben, einzeln mit 12,5-proz. 
Salzsiure verseift und auf Aminoantipyrin geprift: Nr. 64-+-+-++-+, Nr.7+, 
Nr. 8 Z. Vom Aminoantipyrin dienten Nr. 2—4 zur Reindarstellung, die folgenden 
Riickstiinde wurden in 20 Tropfen Alkohol gelést, mit 5 com Wasser verdiinnt und 
mit FeCl, versetzt: Nr. 5-+-+-+-++, Nr. 6+, Nr. 7 Spur, Nr. 8 @. 

Reinigung des Acetyiamino-antipyrins: Die Riickstiinde Nr. 2—5 
wurden in Chloroform gelést, cinige Zeit mit Aluminiumoxyd digeriert und von dem 
braungefarbten Al,O, abfiltriert. Der kristallinische Riickstand wurde nach Lésen 
in 50 ccm Benzol | Stde. mit Tierkohle gekocht, das Filtrat auf etwa 10 ccm ein- 
geengt und nach dem Impfen iiber Nacht in den Hisschrank gestellt. Die Kri- 
stalle wurden 3-mal mit eiskaltem Benzol gewaschen und aus Benzol und Chloro- 
form-Essigester umkristallisiert: Schmp. 194—195°. 

Reinigung des Aminoantipyrins: Die Rickstinde Nr. 2—4 wurden in 

senzol gelést und kalt einige Zeit mit A],O;, Tierkohle und Talkum digeriert. Das 
Filtrat wurde auf ein kleines Volumen eingeengt und in den Eisschrank gestellt. 
Anderen Tages wurden die Kristalle dreimal mit Benzol gewaschen und auf Ton 
noch zweimal mit Benzol stark benetzt. Die noch gelbgefirbten Kristalle schmolzen 
bei 105—106°. Aus der eingeengten Mutterlauge kristallisierten weitere Mengen 
Aminoantipyrin: Schmp. 105—106°. Die verbliebene Mutterlauge wurde zur 
Trockne gebracht, der Riickstand in 25 com Schwefelkohlenstoff gelést und mit 
einer Spur Schwefel 11 Stdn. riickflieBend gekocht. Der gebildete Diantipyryl- 
thioharnstoff (IX) kristallisierte aus Alkohol in harten Kérnern, Schmp. 248°. 


C,H; C,H, 
l l 
™ N 
H,C-N CO oC i+ CH, 
l l | | 
H,C-C.  C-NH-CS-HN-C - CH,. 
IX 
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Das Vergleichspraparat wurde durch 7-stdg. Kochen von 2,0 g 4-Amino-antipyrin 
mit 0,25 g Schwefel in 50 ccm Schwefelkohlenstoff und Umkristallisieren aus 
96-proz. Alkohol erhalten. Der Schmelzpunkt 255—256° (véllige Zersetzung und 
Schwarzfarbung) lag recht betrichtlich iiber dem in der Literatur'® angegebenen 
von 248° (unter Zers.). 4-Acetylamino-antipyrin lie8 sich, wie kurz bemerkt sci, 
durch Kochen mit Schwefelkohlenstoff und Schwefel nicht in Diantipyrylthio- 
harnstoff iberfiihren. Es blieb dabei unveriindert. 


Einnahme von 4-Amino-antipyrin 
An 2 aufeinanderfolgenden Tagen nahm der eine von uns pro die 
4 x 0,25 g Aminoantipyrin. Die Aufarbeitung der Harne erfolgte nach 
dem oben angegebenen Schema. 
Tab. 3. Ubersicht tiber die Stoffwechselversuche mit Aminoantipyrin (Mensch). 
: : CHCIl;-Extrakt | CHCI,-Extrakt 
Nr Amino- Harn Ather- aus salzsaurer | aus natronalkal. 
“| antipyrin ecm Extrakt | Lésg. = Acetyl- | Lésg. = Amino- 
aminoantipyrin antipyrin 








1275 0,0046 g 0,0127g 0,0063 g 
2350 0,0054 ¢ 0,2392 g 0,3397 g 
1800 0,0058 g 0,2868 g 0,3513 g 

915 0,0054 g 0,0980 g 0,0314 g 
1250 0,0048 g 0,0321 g 0,0126 g 

















Gesamtausscheidung: 0,6688 g 0,7413 ¢ 
Abzug fiir Blindwert: 0,0635 g 0,0315 ¢ 
Rein-Substanz: 0,6053¢ | 0,7098¢ 
Von den eingenommenen 2,0 g 4-Amino-antipyrin wurden demnach 
als Acetylverbindung 0,605 g und unveriindert 0,710 g ausgeschieden, 
berechnet auf Amino-antipyrin: 
Acetylamino-antipyrin = 0,502 g Aminoantipyrin = 2: 
Aminoantipyrin = 0,710 g 3: 
Fiir die Gesamt-Ausscheidung von 1,212 g betriigt der Anteil 


des Acetylamino-antipyrins 41.4% \).441 
des unveranderten Aminoantipyrins58,6% f° °°” * 


= 


\ 
‘ 








wR 


—— 
i 
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Abb. 2. Ausscheidung von 4-Acetylamino-antipyrin (o—o) und 4-Amino-antipyrin 
(o---o) beim Menschen nach 4-Amino-antipyrin | (4x 0,25 g). 


18 LE, Knorr u. F. Stolz, Liebigs Ann. Chem. 293, 65 [1896]. 
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Das Verhiltnis der beiden Substanzen verschiebt sich gegeniiber 
dem Pyramidon-Selbstversuch hier zugunsten des Aminoantipyrins, und 
es scheint so, als ob bei einem starken Angebot von Aminoantipyrin die 
Acetylierung nachhinkt. 

Das ausgeschiedene und aus Benzol umkristallisierte Acetylamino- 
antipyrin schmolz bei 197—198°, das ebenfalls aus Benzol umkristallisierte 
Aminoantipyrin bei 107—108°. 

Die Farbungen der Harne und der Chloroform-Extrakte sprachen 
nicht fiir die Bildung von Rubazonsiure oder ahnlichen Produkten. ’ 


Pyramidon im Stoffwechsel des Hundes 


In Anbetracht der bereits erwaihnten, unterschiedlichen Fiahigkeit 
des Menschen und verschiedener Tierarten, Aminoverbindungen zu ace- 
tylieren, war es von Interesse festzustellen, wie sich im Vergleich zum 
Menschen Pyramidon oder das aus ihm entstehende Aminoantipyrin 
beim Hunde verhalten wiirde. 


Tab. 4. Stoffwechselversuche mit Pyramidon beim Hund. 





if CHCI,-Extrakt | CHCl,-Extrakt 
Harn Ather- aus salzsaurer | aus natronalkal. 
com Extrakt Lésg. = Acetyl- | Lésg. = Amino- 
aminoantipyrin antipyrin 


Pyramidon 





1040 0,0035 g 0,0165 ¢ 0,0008 g 
620 0,0039 g 0,0545 g 0,0050 g 
600 0,0143 g 0,0978 g 0,0566 g 
350 0,0182 g 0,0889 g 0,1492 g 
650 0,0335 g 0,1211 g 0,2581 g 
415 0,0066 g 0,0322 g 0,0503 g 
710 0,0058 g 0,0228 g 0,0253 g 

1100 0,0063 g 0,0211 g 0,0154 g 


Gesamt-Ausscheidung: 0,4549 g 0,5607 g 
Abzug fiir Blindwert: 0,1320 ¢ 0,0064 g 


Rein-Substanz: 0,3229 g 0,5543 g 























Von den eingegebenen 6,0 g Pyramidon erschienen demnach im 
Harn als Acetylamino-antipyrin 0,323 g und als Amino-antipyrin 0,554 g. 
Als Pyramidon berechnet betrug die Ausscheidung: 


D 


Acetylamino-antipyrin = 0,305 g Pyramidon = 5,1%, \ 15.62 

Aminoantipyrin = 0,631 g Pyramidon = 10,5%f °°? ‘° 

Der Versuch wurde dadurch kompliziert, daB der Hund gleichzeitig 
Bilirubin ausschied. Vielleicht ist es auch darauf zuriickzufiihren, dal 
das Acetylamino-antipyrin nicht kristallisiert erhalten, waihrend das 
Aminoantipyrin in der iiblichen Weise gereinigt werden konnte: Schmp. 
106—107°. 
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Wenn daher diese Versuchsreihe auch in mancher Hinsicht einer 
Nachpriifung bedarf, so geht doch eindeutig aus ihr hervor, daB Mensch 
und Hund sich verschieden verhalten. Vielleicht fiihrt letzterer die 
Hauptmenge des Pyramidons in Antipyrylharnstoff iiber. 

Am besten gehen diese Unterschiede aus einer kurvenmiBigen Dar. 
stellung hervor: 








Abb. 3. Ausscheidung von 4-Acetylamino-antipyrin und 


(o—0) und Hund (x—x) 


4-Amino-antipyrin beim Menschen (0---0) (xeoax) 


nach Pyramidon 
| (4X 0,5 g) baw. j (2 1,5 g) 


——) Ausscheidung v. Acetylamino-antipyrin b. Menschen \ nach 2x 2,0g 

0 Ausscheidung v. Aminoantipyrin b. Menschen J Pyramidon, 
x———x Ausscheidung v. Acetylamino-antipyrin b. Hund \ nach 2x 3,0 g 

x Ausscheidung v. Aminoantipyrin b. Hund f Pyramidon. 

Besonders bemerkenswert erscheint neben der vergleichsweise sehr 
niedrigen Gesamt-Ausscheidung beim Hund nach 6,0 g Pyramidon und 
der geringen Acetylierung das langsame ,,Anlaufen‘‘ der Ausscheidung, 
die erst am 4. Tage nach der zweiten Tages-Dosis ihren Héhepunkt er- 
reichte, wihrend dies beim Menschen schon am 2. Tage der Fall war. 

Hieran schloB sich ein weiterer Versuch, um zu priifen, wie sich 
Acetylamino-antipyrin selbst nach Verfiitterung im Kérper des Hundes 
verhalten wiirde. 

Von den verfiitterten 6,0 g 4-Acetylamino-antipyrin wurden 5,361 g 
= 89,3% unverindert ausgeschieden. 

Eine Abspaltung der Acetyl-Gruppe fand also nicht statt, da keine 
Spur Aminoantipyrin nachzuweisen war. Ob die restlichen 10% auf 
Versuchsverluste entfallen oder in Antipyrylharnstoff iibergegangen oder 
auch im Organismus voéllig verbrannt sind, mu8 dahingestellt bleiben. 
Von der o-Acetylamino-benzoesiure ist ein gleichartiges Verhalten be- 
kannt, sie erscheint ebenfalls unveriindert im Harn des Hundes??. 





Bd. 285 (1950) Die Stoffwechselprodukte des Pyramidons 


Novalgin, Melubrin 


Zwei dem Pyramidon nahe verwandte und gleichfalls als Arznei- 
mittel gebrauchte Verbindungen, das Natriumralz der 1-Phenyl-2.3- 
dimethyl-pyrazolon-4-methvlaminomethansulfonsiure oder Novalgin (X) 
und das Natriumsalz der 1-Pheny]-2.3-dimethyl-pyrazolon-4-amino- 
methansulfonsiure oder Melubrin (X1), 


C,H, 
| 


: R, = CH,, R, = CH,-SO,Na 
NY (I: R, = H, R, = CH,-SO,Na 
nih: ee ‘II: R, = CH, R, =: CO-CH, 
H,C - C CNC XIII: R, = CH,, R, = CHO. 
2 

wurden in den Kreis unserer Versuche beim Menschen einbezogen. Sie 
ergaben die gleichen Stoffwechselprodukte wie das Pyramidon, nimlich 
4-Acetylamino-antipyrin und 4-Amino-antipyrin. 


Die Ausscheidung von 4-Acetylamino-antipyrin und von 4-Amino- 
antipyrin nach Einnahme von Novalgin 
In einem Selbstversuch wurden 4x 0,5 g Novalgin pro die an 2 aufeinander- 
folgenden Tagen peroral eingenommen. Die Tagesharne wurden wie iiblich ver- 
arbeitet: 


Tab. 6. Stoffwechselversuche mit Novalgin 





x CHCl,-Extrakt | CHCl,-Extrakt 

Harn Ather- aus salzsaurer | aus natronalkal. 
com Extrakt |Lésung = Acetyl-| Lsg. = Amino- 

amino-antipyrin antipyrin 


Novalgin 


A 





1430 0,0040 g 0,0155 g 0,0068 g 
1430 0,0063 g 0,2515 g 0,2005 g 
2000 0,0078 g 0,3713 g 0,2707 g¢ 
1910 0,0064 g 0,1974 g 0,0958 g 
1290 0,0053 g¢ 0,0406 g 0,0139 g 

975 0,0033 g 0,0211 g¢ 0,0070 g 
1650 0,0042 g 0,0165 g 0,0060 g 
1260 0,0054 g 0,0159 g 0,0088 g 


Gesamtausscheidung : 0,9316 g 0,6106 ¢ 
Abzug fiir Blindwert: 0,1240 g 0,0592 g 


Rein-Substanz: 0,8076 g 0,5514 g 


SIH ork wwe 























Von den eingenommenen 4,0 g Novalgin wurden also ausgeschieden als 4-Ace- 
tylamino-antipyrin 0,808 g und als Amino-antipyrin 0,551 g. 

Auf Novalgin (333,22) berechnet, betrug die Ausscheidung: 
Acetylamino-antipyrin = 1,098 g Novalgin = 27,5% \ 50,1° 
Aminoantipyrin = 0,904 g Novalgin = 22,6% jf“ “ 

Fir die Gesamt-Ausscheidung von 2,002 g belief sich der Anteil 

des Acetylamino-antipyrins auf 54,8% } 1:0.82 
des Aminoantipyrins auf 45,2% ici 
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Das Verhialtnis der beiden Substanzen ist also demjenigen im Pyramidon- 
Selbstversuch (1: 0,79) praktisch gleich. Die Reindarstellung des 4-Acetylamino- 
antipyrins und des 4-Amino-antipyrins geschah aus den Chloroform-Riickstinden 
Nr. 2—5 wie beim Pyramidon-Versuch. 

4-Acetylamino-antipyrin Schmp. 197—198°. 

4-Amino-antipyrin Schmp. 105—106°. 

Diantipyryl-thioharnstoff aus 4-Amino-antipyrin Schmp. 252—253° (Zers.). 

In den Ather-Extrakten Nr. 2—5 lieBen sich nach dem Verseifen mit 12,5-proz. 
Salzsiiure durch die Eisenchlorid-Reaktion des gebildeten Aminoantipyrins nur 
Spuren von Acetylamino-antipyrin nachweisen. 

FeCl,-Reaktion der Acetylamino-antipyrin-Riickstiinde der Chloroformex. 
trakte nach dem Verseifen: 

Nr.6+++-+4-4+, Nr.7(+), Nr.8@%. 
FeCl,-Reaktion der Amino-antipyrin-Riickstinde 
Nr.56++++-+, Nr. 6(+), Nr.7 u.8 @. 

Alle Harne, auch die der Hauptversuchstage, waren vor ihrer Verarbeitung 
normal gefirbt. Praformierte Rubazonsiure ist also nach Novalgin-Einnahme nicht 
ausgeschieden worden. ; 

Auch nach subcutaner Injektion von 2,0 g Novalgin gelang es, aus dem ersten 
24-Stdn.-Harn des Patienten (560 ccm) Acetylamino-antipyrin und Aminoanti- 
pyrin zu isolieren, und zwar von ersterem 0,309 g und vom letzteren 0,117 g. Das 
sind, umgerechnet auf Novalgin, 21,0°, und 9,6%,, zusammen 30,6% der Einnahme. 
Das Verhiiltnis der beiden Stoffe zueinander betriigt 1 : 0,46, ist also hier gegeniiber 
dem Versuch nach peroraler Einverleibung recht erheblich zugunsten des Acetyl- 
amino-antipyrins verschoben. Wahrscheinlich spielt dabei die Art der Applikation 
eine Rolle, denn in dem ersten 24-Stunden-Harn nach 2,0 g Novalgin per os in 
unserem Selbstversuch ist das Verhiltnis sogar 1 : 0,96 (auf Novalgin berechnet: 


0,342 g als Acetylamino-antipyrin = 17,1°%, und 0,329 g als Aminoantipyrin = 
16,5°%, Gesamtausscheidung: 0,671 g = 33,6°,), wihrend die Gesamtausscheidung 
mit 33,6°% der Einnahme nur unwesentlich héher liegt als nach subcutaner Zufuhr. 


Die Ausscheidung von 4-Acetylamino-antipyrin und von 4-Amino- 
antipyrin nach Einnahme von Melubrin 

Zur quantitativen Verfolgung des Melubrin-Stoffwechsels nahm der eine von 
uns 40,5 g Melubrin pro die an 2 aufeinander folgenden Tagen. 


Tab. 7. Stoffwechselversuche mit Melubrin 





, CHCl,-Extrakt | CHCl, Extrakt 
Melubrin Harn Ather- salzsaurer Lé- | aus natronalkal. 
rs com Extrakt |sung = Acetyla-| Lésg.= Amino- 
mino-antipyrin antipyrin 


vA 
4 





— 1350 0,0059 g 0,0141 g 0,0079 g 
4x0,5¢ 1440 0,0076 g 0,1618g 0,2407 g 
4x0,5¢ 1580 0,0085 g 0,2828 g 0,4404 g 

_ 1470 0,0071 g 0,1465 g 0,0677 g 

— 790 0,0066 g 0,0456 g 0,0161 g 

— 1480 0,0059 g 0,0272 g 0,0104 g 

— 1125 0,0068 g 0,0236 g 0,0099 g 

—, 1490 0,0052 g 0,0169 g 0,0076 g 


Gesamtausscheidung : 0,7185 g 0,8007 g 
Abzug fiir Blindwert: 0,1240 g 0,0680 g 


Rein-Substanz: 0,5945 g 0,7327 g 














PsN orm do — 
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Von den eingenommenen 4,0 g Melubrin wurden demnach ausgeschieden 
als 4-Acetylamino-antipyrin 0,595 g und als 4-Amino-antipyrin 0,733 g. 
Auf Melubrin (319,2) berechnet betrug die Ausscheidung: 


Acetylamino-antipyrin = 0,774 g Melubrin = 19,4% | 48.20 
Aminoantipyrin = 1,151 g Melubrin = 28,8°% wm 18° 
An der Gesamtausscheidung von 1,925 g waren beteiligt: 
das Acetylamino-antipyrin mit 40,2% } 1:1.49 
das Aminoantipyrin mit 59,8% ree 
Das Verhiltnis 1 ; 1,49 ist hier gegeniiber den Selbstversuchen mit Pyramidon | 
und Novalgin sehr zu Gunsten des Aminoantipyrins verschoben, aber ganz ahnlich 
wie bei dem Selbstversuch mit 4-Amino-antipyrin (1 : 1,41). Das erscheint bei der 
Betrachtung der Gruppierungen am (C,,)-Atom verstindlich. 


CH CH H | H 
-G.nt = 0.N¢ : a. CNS 
\cH,; CH,SO,Na H \CH,SO,Na 
Pyramidon Novalgin 4-Amino-antipyrin Melubrin 


Die Reindarstellung des 4-Acetylamino-antipyrins aus den Chloroform-Riick- 
stinden Nr. 2—5 und des 4-Amino-antipyrins aus den Riickstinden Nr. 2—4 er- 
folgte, wie beim Pyramidon beschrieben. 


4-Acetylamino-antipyrin Schmp. 198°; 4-Amino-antipyrin Schmp. 105—106°. 
FeCl,-Reaktion der ‘Acetylamino-antipyrin-Riickstinde nach dem Verseifen: 
Nr.6+++-+-+, Nr. 7 Spuren, Nr.8 @%. 
FcCl;-Reaktion der Aminoantipyrin-Riickstinde: 
Nr.5 ++++4+4+, Nr.6+, Nr. 7?, Nr.8 @. 


Die vereinigten Ather-Extrakte Nr. 2—6 enthielten nur Spuren von Acety!- 
amino-antipyrin. 

Die Ausscheidung des Melubrins, wie die des Novalgins, als Acetylamino- 
antipyrin erstreckt sich also iiber 4 Tage und die als Aminoantipyrin iiber 3 Tage 
nach Beendigung der Einnahme. 

Im Hinblick auf unsere Feststellungen, da8 nach Einnahme von Novalgin 
und Melubrin neben Acetylamino-antipyrin in erheblicher Menge Aminoantipyrin 
ausgeschieden wird, ist eine Beobachtung von Dezani und Borsalino!® bemer- 
kenswert, daf sich der Harn je nach der Menge des eingenommenen Novalgins oder 
Melubrins durch Jodzusatz orange, rubinrot bis tief weinrot farbt. Da diese Stoffe 
selbst mit Jod keine Farbung geben, aber Aminoantipyrin sowohl direkt, als auch 
nach dem Durchgang durch den KG6rper diese rotviolette Farbe liefert, nehmen die 
Autoren an, da8 Novalgin und Melubrin in Aminoantipyrin oder eine damit ver- 
wandte Substanz iibergehen. Diese Vermutung hat sich also durch unsere Unter- 
suchungen, die auBer der Isolierung und Identifizierung der Stoffwechselprodukte 
auch die quantitativen Verhaltnisse umfaften, als stichhaltig erwiesen. Im allge- 
meinen ist aber solchen Farbenreaktionen nicht viel Wert beizumessen, da sie bald 
diesen, bald jenen Stoffen zugeschrieben werden. Beim Pyramidon wurde z. B. 
fiir den positiven Ausfall im Harn von manchen Autoren": 2° dieses selbst, von 
einem anderen?! Antipyrin, das aus Pyramidon entstanden sein sollte, verantwort- 
lich gemacht. 

19 §. Dezani u. A. M. Borsalino Semeria, Ind. chimica 9, 764 [1934]; 
Chem. Zbl. 1985 I, 427. 

20 W. Filehne, Z. klin. Med. 32, 568 [1897]; A. Jolles, Z. analyt. Chem. 37, 
441 [1898]; P. Hoffmann, Arch. int. Pharmacodynam. Thérap. 6, 171 [1899]. 

21 R. Prouzergue, J. Pharmac. Chim. (7) 27, 372 [1923]; Chem. Zbl. 
1928 III, 418. 
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Darstellung von Derivaten des Amino-antipyrins 


Da 4-[Acetyl-methyl-amino]-antipyrin (XII) bisher nicht 
beschrieben ist und seine Entstehung aus Novalgin im Organismus zwar 
nicht zu erwarten, aber von vornherein auch nicht auszuschlieBen war, 
wurde es auf verschiedenen Wegen dargestellt. 

1) Aus Novalgin (X): 

2g Novalgin in 2 ccm Eisessig und 5 ccm Essigsiureanhydrid wurden 
2 Stdn. auf dem Wasserbad gelinde erwirmt. Die klare Lésung wurde bald gallert- 
artig, nach kurzer Zeit aber wieder fliissig. Spiter erfolgte allmihlich zunehmende 
Ausscheidung von Kristallen und rétliche Verfiirbung. Nach Zusatz von 1 g fein- 
gepulverten, krist. Natriumacetats (zum Abstumpfen von etwa vorhandenem 
NaHSO, oder NaHSO,) wurden auf dem Wasserbad Eisessig und Essigsiiure- 
anhydrid méglichst verjagt und der Riickstand einmal mit Alkohol abgedampft. 
Die Lésung des wachsartig-weichen Riickstandes in 20 com Wasser wurde nach 
dem Alkalisieren mit NaHCO, 5-mal mit je 100 ccm Chloroform extrahiert. Chloro- 
formauszug: 1,99 g braunliche Kristalle, nach zweimaligem Umkristallisieren aus 
Essigester (mit etwas Tierkohle) rechteckige Drusen farbloser Tafelchen vom 
Schmp. 152—153°. — Sehr leicht léslich in Chloroform, Eisessig und Wasser, leicht 
in Alkohol und Aceton, maBig in Benzol, maBig bis schwer in Ather, schwer in 
Essigester (heiB leicht) und Schwefelkohlenstoff, unléslich in Benzin. Durch FeCl, 
wird die wisserige Lésung nur braunlich, die alkoholische Lésung schwach rotbraun 
gefarbt. 

3,860 mg Sbst.: 9,205 mg CO,, 2,213 mg H,O. — 3,532, 4,024 mg Sbst.: 
0,530, 0,602 com N (22°, 717 mm; 20°, 717 mm). 

C,,H,,0.N; (259,16). Ber. C 64,82, H 6,61, N 16,22. 

Gef. C 65,04, H 6,42, N 16,38, 16,44. 


2) Aus 4-Acetylamino-antipyrin: 

Die Lésung von 2g Acetylamino-antipyrin in 170 ccm Benzol wurde 
nach Zufiigen von 10 ccm 0,225 g Na enthaltender Natriummethylatlésung 
(1,2 Atome Na) auf 70 ccm eingeengt, wobei sie eine rotbraune Farbe annahm 
und sich opaleszierend tribte, dann kalt tropfenweise mit 0,6 com Methyljodid 
(1,2 Mol) versetzt. Es erfolgte sofort starke Ausfillung. Nach 3/, Stde. Erwiirmen 
auf 38° wurde abgekihlt, 30 cem Wasser zugefiigt, die Benzollésung 2-mal mit je 
10 ccm Wasser ausgezogen, die wiBrige Schicht zweimal mit Ather, der aber nichts 
aufnahm, gewaschen und dann nach Sattigung mit Kochsalz mehrmals mit Chloro- 
form ausgeschiittelt. Der Riickstand des Chloroformauszuges wurde mit 5 ccm 
Essigester ausgekocht und der Riickstand des Filtrates in 100 ccm Schwefel- 
kohlenstoff heiB gelist. Die nach dem Einengen der Schwefelkohlenstofflésung 
ausgeschiedenen Kristalle schmolzen nach mehrmaligem Umkristallisieren aus 
wenig Essigester bei 151—152°; Misch-Schmp. mit der aus Novalgin erhaltenen 
Verbindung: ebenda; mit 4-Acetylamino-antipyrin 141—142°. Ausb. 0,2 g. Es 
wire wohl zweckmafiger gewesen, die Methylierung unter Verwendung von metalli- 
schem Na bzw. von NaNH, vorzunehmen”’. 

3) Aus 4-Methylamino-antipyrin: 

2g Methylamino-antipy rin lésten sich in 10 cemEssigsiureanhydrid 
sofort unter Erwirmung. Die rosarote Liésung entfirbte sich beim Erhitzen auf 
dem Wasserbad fast ganz. Nach 3-stdg. Erhitzen wurde das Lésungsmittel méglichst 
verjagt, und der 2,3 g wiegende kristallinische Riickstand aus 30 ccm Essigester 
unter Zusatz von Tierkohle umkristallisiert. Farblose Drusen, flache Nadeln oder 
rechteckige Kristalle vom Schmp. 152—153°. 

Der Versuch, das dem 4-[Acetyl-methyl-amino]-antipyrin analog 
zusammengesetzte, aber bereits bekannte 4-[Formyl-methyl-amino}- 
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antipyrin (XIIT)** aus Novalgin in gleicher Weise wie das erstere dar- 
zustellen, lag nahe. Beim Kochen von Novalgin mit 

| CH. 
+H,0 + =C-0-NC 
\cH, - S0;Na CH,OH 


I Jods 


a) =C-N +NaHSO, > =¢ - N(CH), 


| ls : | 
b)=C-NC__ + 2HCOOH -~ =C.N(CH,), + H,O + 2C0,. 
CHO 


Ameisensiiure wurde aber nur Pyramidon erhalten, so daB entweder 
der nach Abspaltung des Sulfonsiurerestes im Novalgin entstandene 
Methylolrest zur Methylgruppe reduziert* (a) oder das intermediar ge- 
bildete Formyl-methylamino-antipyrin durch die siedende Ameisen- 
siure reduktiv in Pyramidon iibergefiihrt worden ist (b). Letztes ist 
wenig wahrscheinlich, da beim Kochen von 4-Amino-antipyrin mit 
Ameisensiure nur 4-Formylamino-antipyrin aber keine Spur Pyramidon 
gebildet wird (s. w. u.). 

2gNovalgin wurden mit 12g absol. Ameisensiure 4 Stdn. gekocht, worauf die 
Ameisensiiure auf dem Wasserbad méglichst verjagt wurde. Der halbfeste Riick- 
stand wurde, in 30 ccm Wasser gelést, mit Natriumbicarbonat bis zur alkalischen 
Reaktion versetzt; beim Neutralwerden entstand ein Brei farbloser Kristalle. Nach 
Zufiigen von 6 g Kochsalz wurde 5-mal mit je 100 ccm Chloroform erschépfend aus- 
geschiittelt. Dessen Riickstand wurde in 30 com Wasser aufgenommen und nach 
Zusatz von 9 g Kochsalz und 40 Tropfen 25-proz. Salzsiure wiederum 5-mal mit 
je 100 ccm Chloroform ausgezogen. Der Chloroformriickstand, der Neigung zur 
Kristallisation zeigte, wurde mit 400 ccm Ather ausgekocht, wobei das Ungeldste 
vollig farblos und kristallinisch wurde. Da der Ather kaum Substanz aufnahm, 
wurden die nach dem Einengen ausgeschiedenen farblosen Kristallchen mit dem 
Ungelésten vereinigt und in 300 cem Benzol hei8 gelést, die Lésung wurde '/, Stde. 
mit Tierkohle gekocht, und das Filtrat, das sich beim Einengen mehr braunte, auf 
etwa 50 ccm eingedampft. Die ausgeschiedenen Kristalle wurden anderen Tags 
abgesaugt, mit Benzol und Ather gewaschen: Drusen braunlicher Nadeln, die aus 
Benzol umgelést, bei 196—197° (Zers.) schmolzen. Ausb. 0.45 g. Der Stoff verhielt 
sich in allen Eigenschaften wie Pyramidon-hydrochlorid. 

Zur Isolierung der Base wurde die Benzolmutterlauge eingedunstet, der Riick- 
stand unter gelindem Erwirmen in Wasser gelést und das Filtrat nach dem Alkali- 
sieren und Sattigen mit Kochsalz 5-mal mit je 100 cem Chloroform ausgeschiittelt. 
Der Riickstand der mit Tierkohle behandelten Extrakte wurde in wenig Essigester 
warm gelést und gab nach Stehenlassen im Eisschrank briunliche Kristalle, die 
nach Abpressen mit Essigester auf Ton bei 106—107° schmolzen. 

Pyramidon-hydrochlorid schmilzt nach Astre und Aubouy* bei 148—144°, 
das von uns erhaltene Hydrochlorid aber bei 196—197°. Deshalb wurden 2 g Pyra- 
midon in 9 ccm n-Salzsiure (theoret. 8,7 ccm) gelést. Die Lésung wurde unter der 
Windfege méglichst eingeengt, und der Riickstand im Vacuum iiber Schwefelsiure 
getrocknet. Die verbleibenden farblosen Kristalleschmelzen bei196—197°(u. Zers.). 
Aus viel Benzol wurden bis 2 cm lange, glinzende, diinne, vierkantige, noch leicht 
briunliche Nadeln vom Schmp. 196—197° (u. Zers.) gewonnen. Ganz farblos er- 


22 Farbwerke vorm. Meister, Lucius & Briining, D.R.P. 243197; 
Chem. Zbl. 1912 I, 620; Frdl. 10, 1141 [1913]. 
23 Monsanto Chemical Co., A.P. 2045588; Chem. Zbl. 1936 II, 2168. 
*4 Ch. Astre u. P. Aubouy, Bull. Soc. chim. France (3) 35, 857 [1906]; 
Chem. Zbl. 1906 II, 1766. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 285 8 
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halt man das Salz durch Lésen in wenig Chloroform und Zufiigen von Benzol beim 
Verdunsten in Form kleinerer, derber prismatischer Nadeln. 

Zur Analyse wurde die Salzlésung mit Natronlauge und Wasserstoffsuperoxyd 
iiber kleiner Flamme stark eingeengt. Nach Verdiinnen mit Wasser und Ansiuern 
mit Salpetersiure wurde mit Silbernitrat gefallt und das Silberchlorid nach Aus. 
waschen und Nachspiilen mit Alkohol und Ather bei 105° getrocknet und gewogen, 

0,1030 g Sbst.: 0,0551 g AgCl. 

C,3H,;ON; - HCl (276,6). HCl, ber. 13,63, gef. 13,61. 

Das Pyramidon-hydrochlorid schmilzt also nicht bei 143—144°, sondern bei 
196—197° (u. Zers.). Es ist ferner entgegen den Angaben von Astre und Aubouy, 
nach denen es an der Luft zerflieBen soll, nicht hygroskopisch. 

Wahrend das Pyramidon-hydrochlorid aus salzsaurer Lésung mit Chloroform, 
wie wir uns in einem besonderen Versuch iiberzeugten, quantitativ extrahierbar ist, 
wird das Aminoantipyrin-hydrochlorid (Schmp. 234—235° u. Zers.)*® aus seiner 
wisserigen Lésung durch Chloroform nicht extrahiert. Betrachtet man den Anti- 
pyrylrest als Alkyl, so kann man die Chlorwasserstoffsalze von Aminoantipyrin 
und von Pyramidon in Parallele stellen zu den Salzen von Mono- und Trimethyl- 
amin: Die HCl-Salze von Methylamin und von Aminoantipyrin sind in Chloroform 
unléslich, die des Trimethylamins und des Pyramidons sind darin léslich. 

Aus schwach schwefelsaurer Lisung wird dagegen das Pyramidon durch 
Chloroform als freie Base extrahiert. So wurden z. B. aus einer mit Schwefelsiure 
schwach angesiuerten Lésung von 1 g Pyramidon in 30 ccm Wasser nach Zusatz 
von 10.g kristall. Natriumsulfats durch 5-maliges Ausschiitteln mit je 100 ccm 
Chloroform 0,561 g reinen Pyramidons erhalten. Durch kontinuierliches Extrahie- 
ren wiirde ‘sich demnach Pyramidon seiner schwefelsauren Lésung infolge der 
Dissoziation des Salzes mit Chloroform vollstindig entziehen lassen. 


4-[Formyl-methyl-amino]-antipyrin aus 4-Methylamino-anti- 
pyrin. 

Da eine direkte Darstellung der Formylverbindung aus Novalgin nicht ge- 
gliickt war, wurde 4-Methylamino-antipyrin als Ausgangsmaterial verwandt. 

2g Methylamino-antipyrin wurden mit 15 com Ameisensaure 10 Stdn. 
gekocht. Die anfangs braunlich-rétlich gefarbte Lésung wurde schnell fast farblos. 
Nach Verjagen der Hauptmenge der Ameisensiiure wurde der Rest mit 20 ccm 
Wasser versetzt, mit Natriumbicarbonat alkalisiert und 5-mal mit je 50 ccm Ather 
ausgezogen. Der mit 5 ccm Wasser gewaschene Ather hinterlieB 0,13 g Firnis, in 
dem sich allmahlich Kristalle zeigten. Nach dem UbergieBen mit 10 ccm Ather, 
in dem etwa gebildetes Pyramidon sich leicht hatte lésen miissen, hinterblieben 
einige Prismen, deren wasserige Lisung durch FeCl, braunlich, aber keine Spur 
violettblau gefaérbt wurde. Pyramidon lag also in den Kristallen nicht vor, vielmehr 
handelte es sich um die von Ather in geringer Menge aufgenommene Formy!- 
verbindung. 

Die alkalische Fliissigkeit wurde nun 4-mal mit je 100 ccm Chloroform aus- 
geschiittelt. Dessen Riickstand wurde in 10 ccm Essigester gelést; nach Zusatz 
von 50 ccm Ather kristallisierten farblose, breite Nadeln in Drusen, die mit einer 
Mischung von Essigester und Ather (1 + 5), dann mit Ather gewaschen wurden. 


Schmp. 106—107° (Literatur?? Schmp. 107—108°). 
4,330 mg Sbst.: 10,094 mg CO., 2,269 mg H,O. — 4,909 mg Sbst.: 0,646 ccm 
N (23°, 714 mm). 
C,3H,;0,N, (245,1). Ber. C 63,64, H 6,17, N 17,14. 
Gef. C 63,58, H 5,86, N 17,11. 


In einem weiteren Darstellungsversuch, bei dem als “usgangsmaterial das 
durch Kochen von Novalgin mit Salzsiure (siehe unten) erhaltene, nicht vollig 
gereinigte Methylamino-antipyrin (noch NaHSO,-haltig?) benutzt wurde, ent- 


25 Schmp. nach Knorr u. Geuther® etwa 231° (Zers.). 
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stand bei 4-stdg. Kochen mit einer nur wenig gréBeren Menge Ameisensaure (1-++-10 
gegeniiber 1 -+ 7,5 beim obigen Versuch) tiberwiegend Pyramidon (roh 0,8 g) und 
nur 0,32 g Formyl-methylamino-antipyrin. Méglicherweise ist die Bildung von 
Pyramidon in diesem Falle auf die reduzierende Wirkung als Verunreinigung vor- 
handenen Bisulfits zuriickzufiihren. 


Versuch zur Darstellung von 4-Methylamino-antipyrin aus Novalgin 

4,5 g Novalgin wurden mit 25 ccm 25-proz. Salzsiure 4 Stdn. gekocht. Nach 
dem Vertreiben der Salzsiiure auf dem Wasserbad wurde in 20 ccm Wasser gelést 
und nach Zufiigen von 4 g Kochsalz 5-mal mit je 100 ccm Chloroform ausgeschiit- 
telt. Aus dem 2,48 g wiegenden, rotbraunen, dligen Riickstand des Extraktes kristal- . 
lisierten farblose Nadeln, die nach Umkristallisieren aus Chloroform-Benzol (1 : 10) 
bei 194° schmolzen. Sie waren in allen Eigenschaften identisch mit Pyramidon- 
hydrochlorid. 

Die wisserige Fliissigkeit wurde nochmals 5-mal mit je 100 ccm Chloroform 
extrahiert (0,23 g). In dem dunklen 01 zeigten sich allmihlich Kristalle; eine wis- 
serige Lésung, die mit AgNO, versetzt reichlich AgCl abschied, farbte sich mit 
FeCi, violett-rot. Die Farbung konnte nicht durch Pyramidon hervorgerufen sein, 
da dieses durch die ersten Extraktionen vollstandig entfernt worden sein muBte, 
sondern mu8 dem Methylamino-antipyrin eigen sein, das demnach in geringer 
Menge als HCl-Salz aus wiasseriger Lésung in Chloroform iibergeht. Da die ersten 
Extraktionen die gleiche Menge von 0,23 g aufgenommen haben diirften, betrug 
die Gesamtmenge des extrahierten salzsauren Methylaminoantipyrins rund 
0,46g = 0,39 g Methylamino-antipyrin. 

Die mit Natronlauge alkalisierte wisserige Fliissigkeit wurde wiederum 5-mal 
mit je 100 ccm Chloroform ausgeschiittelt. Das Extrakt hinterlieB 0,635 g eines 
briunlichen Ols, das keine Neigung zur Kristallisation zeigte. Eine wisserige Lé- 
sung wurde durch FeCl, violett-rot gefairbt. Nach Lésen in reichlich Ather wurde 
filtriert. Der Ather-Riickstand léste sich unter Erwarmen in 5g Ameisensiure. 
Die Saiure wurde auf dem Wasserbad méglichst vertrieben, der Rest in 10 ccm 
Wasser gelést und nach Zusatz von Natriumbicarbonat bis zur alkalischen Reak- 
tion und von 3g Kochsalz 4-mal mit je 50 cem Chloroform ausgeschiittelt. Der 
Riickstand wurde wiederholt in 1 ccm Essigester gelést und die Lésung mit 10 ccm 
Ather versetzt. Es kristallisierten Drusen farbloser Blattchen vom Schmp. 106 
bis 107° (4-Formyl-methylamino-antip yrin). 

Aus 4,5 g Novalgin wurden rund 2,25g Pyramidon-hydrochlorid und 
1,025 g 4-Methylamino-antipyrin erhalten, was 2,80 bzw. 1,57 g Novalgin 
entspricht. Dieses wurde also unter den obigen Bedingungen zu 64% in Pyra- 
midon und zu 36%, in Methylamino-antipyrin iibergefiihrt. 

Beim Kochen des Novalgins mit Salzsiure wird schweflige Siure abgespalten, 
wodurch die entstandene Methylolverbindung des Methylamino-antipyrins zu 
Pyramidon reduziert wird®*, wihrend zu einem anderen Teil durch gleichzeitige 
Abspaltung von Formaldehyd Methylamino-antipyrin entsteht. 


s-Diantipyryl-N,N’-dimethyl-thioharnstoff (XIV) 

Analog der Bildung von Diantipyry]-thicharnstoff aus 4-Amino-antipyrin 
und Schwefelkohlenstoff +- Schwefel wurde aus 4-Methylamino-antipyrin s-Dianti- 
borg ,V’-dimethyl-thioharnstoff (vgl. Formel IX, NH ersetzt durch NCH) 
erhalten. : 

Die gelbliche Lésung von 1 g 4-Methylamino-antipyrin in 30 ccm Schwefel- 


§ kohlenstoff wurde unter viermaligem Zusatz von wenig Schwefel 26 Stdn. auf dem 


Wasserbad gekocht. Die gebildeten Kristalle wurden mit Schwefelkohlenstoff und 
Ather gewaschen. Ausb. 1,04 g. Die Substanz wurde in reichlich Alkohol gelist. 


_*6 Vgl. Schering-Kahlbaum, DRP. 638533; Chem. Zbl. 1937 I, 1478. 
Amino- oder Sulfaminoantipyrin werden mittels Formaldehyds bei Gegenwart von 
schwefliger Siure als Reduktionsmittel zu Pyramidon methyliert. 

8* 
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Aus dem bis auf 30 ccm eingedampften Filtrat kristallisierten fast farblose, derbe 
Nadelbiischel, die sich ab 218° braunten und bei 223° (Zers.) schmolzen. Der 
Schmelzpunkt wurde durch erneutes Lésen in wenig Chloroform, das zum gréBten 
Teil wieder verjagt wurde, und 25 ccm kochenden Alkohols nicht verandert. — 
Leicht léslich in Essigsiure und Chloroform, mafig bis leicht léslich in Methyl- 
alkohol und Aceton, sehr schwer léslich in Athylalkohol, Benzol, Essigester, fast 
unldslich in Schwefelkohlenstoff und Wasser, unléslich in Ather und Benzin. 


4-Acetylamino-antipyrin aus Melubrin 

Wie aus Novalgin das 4-Acetyl-methylamino-antipyrin, so wurde aus Melubrin 
das 4-Acetylamino-antipyrin erhalten. Die Ausbeute war hier aber trotz mehrfacher 
Abwandlung der Versuche gleichbleibend gering. 2g Melubrin wurden mit 2 ccm 
Eisessig, 5 com Essigsdiureanhydrid und 1 g wasserfreien Natriumacetats 
1 Stde. auf dem Wasserbad erwirmt. Die Lésungsmittel wurden dann méglichst 
verjagt. Die Lésung des Riickstandes in 20 ccm Wasser wurde mit Natriumbicar. 
bonat alkalisiert und das Filtrat 2-mal mit je 100 ccm Ather ausgeschiittelt. Der 
Atherauszug wurde 2-mal mit je 5 ccm Wasser gewaschen, die wasserige Lésung 
nebst Waschwasser nach Sattigung mit Kochsalz 4-mal mit je 100 ccm Chloroform 
ausgeschiittelt. Der Chloroform-Riickstand wurde wiederholt aus Chloroform-Essig- 
ester umkristallisiert. Farblose Prismen von Schmp. 198°. Ausb. etwa 0,5 g. 


4-Formylamino-antipyrin und Pyramidon aus Melubrin 

Da beim Kochen von Novalgin mit Ameisensiure ausschlieBlich Pyramidon 
erhalten worden war, war vom Melubrin bei gleichsinnigem Reaktionsverlauf die 
Bildung von .4-Methylamino-antipyrin bzw. von 4-[Formyl]-methyl-amino]-anti- 
pyrin als Endprodukt zu erwarten. Isoliert wurden aber 4-Formylamino-antipyrin 
und Pyramidon. 

Die Reaktion kénnte unter vélliger Abspaltung der Methylensulfonsiure- 
ee in folgender Weise vor sich gehen: 


a ++ — NH, > —NH- CHO ~ — NH - CH, -- — N(CH,) + CHO — 
CH,SO;H 
— N(CHy)e, 


wobei das Formylamino-antipyrin als Zwischenprodukt auftreten wiirde. Da aber, 
wie weiter unten gezeigt werden wird, die Formy]-Gruppe dieser Substanz durch 
Ameisensaure nicht reduziert wird, kime als Reduktionsmittel fiir diese nur die 
abgespaltene schweflige Sdéure in Frage. Das Pyramidon kénnte auch auf dem 
Wege iiber die Methylolverbindung (entstanden durch Abspaltung des Sulfon- 
sdurerestes) gebildet werden: 


H H Vasa CH. 
oi NC! i alien 


—N moe 
\\CH,OH \CH, \CH;. 


Denkbar wire, daB beide Reaktionen nebeneinander herlaufen. 

4g Melubrin lésten sich unter Erwirmen in 20 g Ameisensiure mit briun- 
licher Farbe, die sich beim nachfolgenden Erhitzen aufhellte. Nach 4-stdg. Kochen 
am Riickflu8kihler wurde die Ameisensaure auf dem Wasserbad méglichst verjagt, 
und der Riickstand in 40 ccm Wasser geliést. Nach dem Alkalisieren mit Natrium- 
bicarbonat wurde 5-mal mit je 100 ccm Ather und nach Zufiigen von 8 g Kochsalz 
4-mal mit je 100 ccm Chloroform ausgeschiittelt. 

Atherextrakt: Der Riickstand wurde beim Abkihlen sofort kristallinisch, 
er ergab 1,06 g Pyramidon. Die Lésung des Riickstandes in 20 ccm Wasser wurde 
nach Zufiigen von 6 g Kochsalz und 2,5 ccm 25-proz. Salzsiure 5-mal mit je 100 ccm 
Chloroform extrahiert. Der Chloroformauszug lieferte, nach Einengen mit Benzol 
versetzt, Pyramidon-hydrochlorid vom Schmp. 195—196°. 
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Chloroformextrakt: Da der Riickstand auch nach einigen Stunden nicht 
kristallisierte, wurde er in 30 ccm Wasser gelést, mit Bicarbonat schwach alkali- 
siert und nach Sattigung mit Kochsalz zuerst 5-mal mit je 100 ccm Ather, dann 
4-mal mit je 100 ccm Chloroform ausgeschiittelt. 

a) Der Ather hinterlie8 0,33 g braéunlichen Firnisses, der ganz allmahlich kristal- 
lisierte. Nach dem Auflésen in 6 ccm heifen Essigesters schieden sich bald 
derbe Drusen rétlicher Nadeln aus, die nach wiederholtem Umkristalli- 
sieren farblos wurden und bei 183—184° schmolzen. 

b) Der Riickstand des Chloroformauszuges, 1,08 g, war farblos und erstarrte 
langsam kristallinisch. Aus 25 ccm siedenden Essigesters schieden sich feinste 
Nadeln aus, die sich nach Umkristallisieren aus Essigester und dann aus der . 
4-fachen Menge Alkohol als 4-Formylamino-antipyrin®?’? vom Schmp. 
188—189° erwiesen. ti 

Da das Formylamino-antipyrin, wie unter a) ersichtlich, in Ather nicht 
ganz unléslich ist, wurden die in 500 ccm Ather léslichen 0,33 g von dem 

Pyramidon-Riickstand abgesetzt und dem Chloroformextrakt zugerechnet, 

so daB also 1,06—0,33 = 0,73 g Pyramidon und 1,74 g 4-Formylamino-anti- 

pyrin entstanden waren. 


Reaktion von 4-Amino-antipyrin mit Ameisensiure. Bildung von 
4-Formylamino-antipyrin 


3g 4-Amino-antipyrin wurden 7 Stdn. mit 25 g Ameisensaure gekocht. 
Dann wurden 12 g abdestilliert, 12 g frische Ameisensiure zugegeben und noch- 
mals 7 Stdn. zum Sieden erhitzt. Nach Verjagen der Ameisensaure auf dem Wasser- 
bad wurde in 40 ccm Wasser aufgenommen, mit Natriumbicarbonat alkalisiert 
und nach Zugabe von 9 g Kochsalz 5-mal mit je 100 ccm Ather ausgeschiittelt. 
Die weitere Extraktion mit 5-mal je 100 ccm Chloroform ergab 3,13 g 4-Formyl- 
amino-antipyrin, aus Alkohol umkristallisiert. Schmp. 189°. 

Die Aufarbeitung des Atherauszuges lieferte weitere 0,19 g 4-Formylamino- 
antipyrin, Pyramidon war nicht darin enthalten. 

AuBer den bisher genannten Stoffwechselprodukten des Pyramidons, 
nimlich Rubazonsiure, ferner 4-Amino-antipyrin und 4-Acetylamino- 
antipyrin, die beim Menschen die Hauptmenge ausmachen, und Anti- 
pytylharnstoff, der anscheinend beim Hund iiberwiegt, miissen im Harn 
noch andere Stoffe auftreten. Denn es ist bekannt, daZ der Harn nach 
Einnahme von Pyramidon eine Linksdrehung zeigt und daB, waihrend 
Fehlingsche Lésung unveriindert bleibt, Nylanders Reagens mehr 
oder weniger stark reduziert wird. Die genannten Verbindungen, wie 
auch Pyramidon selbst, reagieren aber nicht mit Nylanders Reagens, 
ebenso wenig wie Antipyrin, dessen Ausscheidung nach Einnahme von 
Pyramidon irrtiimlich auf Grund des colorimetrischen Nachweises mit 
Ferrichlorid behauptet worden ist”. 

Enklewitz™ beobachtete, daB der Harn nichtdiabetischer Pa- 
tienten, die 1—2 g Pyramidon tiiglich erhielten, Benedicts Zuckerrea- 
gens reduzierte. Es gelang ihm, in der als Bleisalz fallbaren oder mit 
Ather-Alkohol extrahierbaren, reduzierenden Substanz, die sich als 
optisch inaktiv erwies, nach der Siéiurehydrolyse Glucuronsiure nachzu- 


2? L. Knorr u. F. Stolz, Liebigs Ann. Chem. 292, 64 [1896]. 
*8-M. Enklewitz, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 54, 100 [1935]; Chem. 
Zbl. 1935 II, 3673. 
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weisen. Da nach seinen Angaben weder der Harn, wie er nach der Ein. 
nahme von Pyramidon entleert wird, noch die durch Ather-Alkohol. 
Extraktion erhaltene Glucuronsdiure-Verbindung mit LEisenchlorid 
reagieren, beide aber nach der Hydrolyse eine positive Farbreaktion mit 
FeCl; geben, halt er die reduzierende Substanz fiir Pyramidon-Glucuron. 
siure. Diese Ansicht ist unzutreffend, weil unverandertes Pyramidon 
sich mit Glucuronsaure gar nicht zu paaren vermag. Dazu sind nur Sub. 
stanzen, die alkoholische oder phenolische Hydroxylgruppen oder Car: 
boxylgruppen enthalten, befaihigt. Abgesehen davon liefert Pyramidon. 
harn stets wegen des ausgeschiedenen Aminoantipyrins, also schon vor 
der Sdurehydrolyse mit Eisenchlorid eine Farbreaktion. 

Einleuchtend war dagegen die Vermutung von Jaffe?, daB es 
sich um eine Oxyantipyrin-Glucuronsiure handeln kénnte, méglicher- 
weise um dieselbe, die sein Schiiler Lawrow® nach Verfiitterung von 
Antipyrin an Hunde aus dem Harn als Bariumchlorid-Bariumdoppelsalz 
isoliert hatte. Aus den Analysen dieses Doppelsalzes schloB Lawrow 
als Paarling der Glucuronsiure auf Oxyantipyrin, das er vergeblich 
darzustellen versuchte und trotz Ankiindigung spiter nicht beschrieben 
hat. Die von Lawrow vorgeschlagene Formel des von ihm als Paarling 
angenorhmenen Oxyantipyrins hat wenig Wahrscheinlichkeit fiir sich; 
er nahm an, daB die Methyl-Gruppe in 3-Stellung des Antipyrins zur 
Carbinol-Gruppe (XVII) oxydiert worden sei. 


C,H; C,H; 
{ | 
N N. 
Pa Pas 
CH,-N CO H,C-N CO 


| l 
HOH,C-C > CH H;C-C C -OH 
XVII XVIII. 


Es ist zwar durch neuere Arbeiten®® bekannt geworden, daB eine 
Methyl-Gruppe im tierischen Organismus zum Alkohol, der sich dann 
mit Glucuronsiure paart, oxydiert werden kann (z. B. Campher zu 2-Oxy- 
campher, Epicampher zu 2-Oxy-epicampher u. a.), im Falle des Pyra- 
midons lag es aber doch naher anzunehmen, daB das Oxyantipyrin, 
sollte es iiberhaupt in Betracht kommen, am einfachsten durch Ersatz 
der Cy)- stindigen Dimethylamino-Gruppe durch die Hydroxylgruppe 
entsteht. Es wire dies ein hydrolytischer Vorgang, der sich auch in vitro 
realisieren lieB. 


4-Oxy-antipyrin (XVIII) aus Pyramidon 
Pyram‘don wurde in der ber. Menge n-Schwefelsiure 7 Stdn. im Einschmelz- 
rohr auf 165° erhitzt. Beim Offnen des Rohres machte sich nur ein geringer Druck 
bemerkbar; die Flissigkeit, die reichlich braunschwarzes 01 enthielt, wurde nach 


29 Y,. Asashina u. M. Ishidate, Ber. Dtsch. chem. Ges. 66, 1673 [1933]; 
67, 71 [1934]. F. Reinartz u. W. Zanke, ebenda 67, 548, 589 [1934]; 69, 2259 
[1936]; F. Reinartz, W. Zanke u. K. Faust, ebenda 67, 1536 [1934]. 
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Zufiigen iiberschiissiger Natronlauge erschépfend mit Chloroform ausgeschiittelt, 
von etwas Harz abfiltriert, mit Schwefelsiure angesiuert und nach Sattigung mit 
Kochsalz erneut mit Chloroform extrahiert. Nach dem Trocknen dieses Auszuges 
mit Natriumsulfat wurde er zur Entfernung saurer Substanzen mit Natrium- 
bicarbonatlésung, die ein nicht zur Kristallisation neigendes 0! aufnimmt, extra- 
hiert, und das Chloroform nach dem Trocknen abdestilliert. Der Riickstand léste 
sich nach UbergieBen mit viel Ather innerhalb 24 Stdn. bis auf eine geringe Menge 
brauner Flocken auf; beim Einengen des Filtrats auf ein kleines Volumen schieden 
sich Kristalle ab, die nach einigen Tagen abgesaugt und mit etwas Ather gewaschen 
wurden. Ihre Menge betrug unter Verzicht auf eine Aufarbeitung der Mutterlauge 
nur etwa 12% des angewandten Pyramidons. Nach wiederholtem Umkristallisieren 
aus der 5-fachen Menge siedenden Alkohols wurden farblose Nadeln, aus Toluol ° 
dicke Prismen vom Schmp. 183—184° erhalten. Die geringe Ausbeute lait auf eine 
gewisse Unbestindigkeit der Verbindung schlieBen. 

Das erhaltene Oxyantipyrin erwies sich als identisch mit synthetisch herge- 
stelltem 4-Oxy-antipyrin, das durch Methylieren von 1-Phenyl-3-methyl-4-oxy- 
pyrazolon®® oder durch Kochen von 4-Brom-antipyrin mit Kalilauge*! oder sehr 
bequem durch Erhitzen von ,,Pyramidon-Nitrit“ mit wisseriger Natriumbisulfit- 
lésung®? entsteht. 

Oxy-antipyrin wird, wie die anderen hier abgehandelten Abkémmlinge des 
Antipyrins, auch dieses selbst, durch Phosphorwolframsaure gefallt. Wahrend 
alle anderen Niederschlige sich in Natronlauge farblos lésen, lést sich der des Oxy- 
antipyrins mit tiefer blauer Farbe, was fiir eine quantitative kolorimetrische Be- 
stimmung dienen kénnte, 


Vorversuche zur Isolierung von 4-Oxy-antipyrin aus Harn und zu 
seiner Trennung von 4-Acetylamino- und 4-Amino-antipyrin 


1. Eine Lésung von 0,2 g Oxyantipyrin in 500 ccm Wasser und 10 g Na,CO;- 
10H,O wurde nach Zusatz von 165 g Kochsalz (33%) 7-mal mit je 200 ccm 
Chloroform ausgeschiittelt. Riickstand: 0,1937g = 96,85°%. Dann wurde 
die alkalische Fliissigkeit mit 20 g 50-proz. Schwefelsiure angesdiuert und 
wiederum 7-mal mit je 200 ccm Chloroform extrahiert, Riickstand ; 0,0093 g = 
4,65%. 

Oxyantipyrin wird also der schwach sodaalkalischen, mit Kochsalz ge- 
sittigten Lésung fast restlos entzogen. Eine Trennung von Aminoantipyrin 
ist daher auf diesem Wege nicht méglich. 

2. 0.2117 g Oxyantipyrin wurden in 20 ccm 9,5-proz. Ammoniak gelést und 
nach Zusatz von 6 g Kochsalz 5-mal mit je 100 ccm Chloroform ausgeschittelt. 
Riickstand: 0,2100 g = 99,20%. Aus der ammoniakalischen Fliissigkeit wur- 
den nach Anséuern mit Schwefelsiure durch Chloroform 0,0031 g = 1,46% 
extrahiert. 

Oxyantipyrin wird also auch aus ammoniakalischer Lésung durch Chloro- 
form praktisch quantitativ extrahiert. 

3. 0,3007 g Acetylamino-antipyrin und 0,2015 g Oxyantipyrin wurden in 100 ccm 
Chloroform gelést und mit 30 com Wasser, 1,5 g Natriumhydroxyd und 7 g 
Kochsalz geschiittelt. Dann wurde die wasserige Fliissigkeit noch 4-mal mit 
je 100 ccm Chloroform extrahiert. Chloroform-Riickstand : 0,3110 g = 103,4°, 
Acetylamino-antipyrin. Schmp. 197°. 

Die wisserige Flissigkeit wurde mit 5 ccm 50-proz. Schwefelsaiure an- 
gesiuert uhd 5-mal mit je 100 ccm Chloroform ausgeschiittelt. Riickstand 
0,1817 g = 90,2% Oxyantipyrin. Schmp. 182°. 


30 L. Knorr u. R. Pschorr, Liebigs Ann. Chem. 298, 50 [1896].j 

31 L. Knorr u. R. Pschorr, DRP. 75975; Friedlander, Fortschritte d. 
Teerfabrikat. 8, 942 [1896]. 

32M. Bockmihl, Med. u. Chem. 3, 303 [1936]. 
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Auf diese Weise ist also eine Trennung des Oxyantiprins von den Amino. 
verbindungen und seine angenahert quantitative Wiedergewinnung moglich, 
Das Mehr von 3,4°% beim Acetylamino-antipyrin ist gema8 einem wei- 
teren Versuch, bei dem Oxyantipyrin allein in gleicher Art wie das Gemisch 
mit Acetylamino-antipyrin im Vers. 3 behandelt wurde, auf geringe, in Alkali 
nicht mehr lésliche Zersetzungsprodukte des Oxyantipyrins zuriickzufiihren, 


Isolierung von 4-Oxy-antipyrin nach Einnahme von 
Pyramidon. Zur exakten Beantwortung der Frage, ob die reduzie. 
rende Wirkung des Pyramidonharns auf eine Oxyantipyrin-Glucuron. 
siure zuriickzufiihren ist, wire die Gewinnung und Priifung der gepaar. 
ten Glucuronsiure selbst erforderlich. Da die Reindarstellung solcher 
Glucuronide meist sehr schwierig ist und der Nachweis der Glucuron- 
siure als solecher schon von Enklewitz?® gefiihrt worden war, haben 
wir hierauf verzichtet und uns damit begniigt, den Paarling der Glu. 
curonsiure zu isolieren und quantitativ zu bestimmen. 


Zum Nachweis von 4-Oxy-antipyrin wurden 14 Tagesportionen Pyramidon- 
harn, von denen 4 durch Zusatz von 40°, Ammoniumsulfat und 6 durch Zusatz 
von 33% Kochsalz von Rubazonsiure méglichst befreit worden waren, wahrend 
die letzten 4 nach Filtration direkt verwandt wurden, mit soviel 38-proz. Salzsiure 
versetzt, daB der Gehalt an Chlorwasserstoff 3% betrug, und 2 Stdn. riickflieBend 
gekocht. Dann wurde noch heif durch Talkum gesaugt, und die Filtrate, auf meh- 
rere Scheidetrichter verteilt, 5-mal mit je 200 ccm Chloroform ausgeschiittelt, so 
daB das jeweils benutzte Chloroformquantum alle Harnportionen hintereinander 
durchlief. Der Chloroformauszug wurde mit verd. Natronlauge und diese nach dem 
Ansiuern mit Schwefelsiure wieder mit Chloroform extrahiert. Der schlieBlich 
zur Entfernung von Carbonsiuren (wie Benzoesiure usw.) durch Ausschiitteln mit 
Sodalésung gereinigte Chloroformauszug hinterlieS 0,931 g eines braunen, zih- 
flieBenden, phenolartig riechenden Firnisses. Dieser wurde unter Ersatz des ver- 
dampfenden Wassers 10 Min. mit 60 ccm Wasser ausgekocht. Nach dem Filtrieren 
wurde 2-mal mit je 10 ccm heifen Wassers gewaschen, und das klare briaunliche 
Filtrat auf 50 ccm eingedampft, wobei schlieBlich Triibung und Abscheidung 
brauner Oltropfen erfolgte. Nach 2-taigigem Stehenlassen bei Zimmertemperatur 
wurde zentrifugiert und die klare Fliissigkeit auf etwa 30 ccm eingeengt. Die beim 
Erkalten sich zeigende Triibung setzte sich nach einigen Tagen vollstandig ab, 
aber dem etwas schmierigen Bodensatz waren einige Kristalle eingebettet, die auf 
Ton mit etwas Alkohol abgepreBt bei 178—179° schmolzen und den spiter gewon- 
nenen zugefiigt wurden. Das klare, nur schwach gefarbte Filtrat wurde nach dem 
Impfen auf dem warmen Trockenschrank unter ein Becherglas gestellt, wobei sich 
bald an den GeféiBwandungen kleine, derbe, gelbliche Kristalle abschieden. Nach 
dem Eindunsten auf etwa 5 ccm wurden die Kristalle 3-mal mit wenig Wasser ge- 
waschen. 0,255 g, Schmp. 179—180°. Aus der Mutterlauge wurden durch Fallung 
mit Pikrinsiure und Extraktion des durch 20-proz. Sodalésung zerlegten Pikrates 
mit Chloroform noch 0,015 g 4-Oxy-antipyrin vom Schmp. 180—181° gewonnen, 
so daB die Gesamtausbeute an fast reinem 4-Oxy-antipyrin 0,27 g betrug. 

Die Menge des aus den Pyramidon-Harnen isolierten 4-Oxy-antipyrins war 
also recht klein. Es erschien daher von Interesse, das Verhalten des Oxyantipyrins 
selbst im Organismus zu priifen, wozu ein Kaninchenversuch und ein Selbstver- 
such dienten. 


.4-Oxy-antipyrin im Stoffwechsel von Kaninchen 


3 Kaninchen wurden mit der Schlundsonde 0,2, 0,3 und 0,5 g 4-Oxyanti- 
pyrin pro kg eingegeben, das ohne Beschwerden gut vertragen wurde. Die 245 ccm 
Harn des letzten, 1,9 kg schweren Kaninchens, das 0,96 g Oxyantipyrin erhalten 
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hatte, wurden verarbeitet. Der Harn zeigte eine Linksdrehung von —0,35% (be- 
zogen auf Glucose). Er wurde mit Salzsiure angesiuert, mit 2% festen Bleiacetats 
geklart, das Filtrat mit 3% Na,CO, -10H,O versetzt und nach erneutem Filtrieren 
und Zufiigen von 75 g Kochsalz 8-mal mit je 150 ccm Chloroform extrahiert: Ex- 
trakt I. Die alkalische Fliissigkeit wurde durch Ansiuern auf einen HCl-Gehalt von 
2% gebracht und 2 Stdn. im siedenden Wasserbad erhitzt. Nach dem Abkiihlen 
wurde mit Soda alkalisiert und 6-mal mit je 150 ccm Chloroform extrahiert: Ex- 
trakt IT. 

Nach dem Ansiuern mit Salzsiure wurde erneut 5-mal mit je 150 ccm Chloro- 
form ausgeschiittelt: Extrakt III. 

Extrakt I: Der lufttrocken 0,0220 g wiegende Riickstand wurde in 20 ccm - 
heiBen Wassers gelést, nach Zusatz von etwas Talkum filtriert und 4-mal mit je 
5 com heiBen Wassers nachgewaschen. Das Filtrat wurde mit 15 g Kochsalz und 
40 Tropfen 25-proz. Salzsiure versetzt und 5-mal mit je 100 ccm Chloroform ex- 
trahiert. Die wisserige Fliissigkeit gab nach dem Alkalisieren mit Natronlauge an 
Chloroform nichts mehr ab. Also Aminoantipyrin: @. Der erste Chloroformauszug 
wurde auf 100 ccm eingeengt, mit 5 ccm 15-proz. Natronlauge, 15 ccm Wasser und 
4g Kochsalz geschiittelt und die alkalische Flissigkeit ihrerseits noch 4-mal mit 
je 100 ccm Chloroform extrahiert. Die Chloroformlésung hinterlie& 0,0056 g braun- 
lichen Firnisses, in dem sich weder durch Kristallisation noch durch Eisenchlorid- 
Reaktion nach der Verseifung Acetylamino-antipyrin nachweisen lie. 

Die alkalische Flissigkeit wurde mit 5 ccm 25-proz. Salzséure angesiuert und 
5-mal mit je 100 ccm Chloroform extrahiert. Der Chloroform-Riickstand kristalli- 
sierte in farblosen Rosetten und wog 0,0109 g. FeCl,;-Reaktion: -+--++--+. Demnach 
waren geringe Mengen freien Oxyantipyrins im Harn vorhanden. 

Extrakt II: Der Chloroform-Riickstand wurde in 20 ccm siedenden Wassers 
gelést und das Filtrat nebst 4-mal 5 ccm Waschwasser nach Zusatz von 15 g Koch- 
salz und 40 Tropfen Salzsiure 5-mal mit je 100 ccm Chloroform ausgeschiittelt. 
Riickstand: 0,1524 g braunliche Kristalle, die nach Abpressen mit Ather und 50- 
proz. Alkohol Oxyantipyrin vom Schmp. 183° lieferten. Die mit Natronlauge 
alkalisierte Flissigkeit gab an Chloroform nur 0,0012 g ab. Mit FeCl, lieB sich kein 
Aminoantipyrin nachweisen. 

Extrakt III: Es hinterlieB nur geringe Mengen braunlichen, nicht definier- 
baren Firnisses. 

Das dem Kaninchen peroral verabreichte 4-Oxy-antipyrin wird in 
kleiner Menge in freiem Zustande, hauptsachlich aber mit Glucuron- 
siure gepaart, im Harn ausgeschieden. Das Verhiltnis von freiem zu 
gebundenem Oxyantipyrin betrug 1:14. 

Eine Umwandlung in Aminoantipyrin bzw. Acetylaminoantipyrin 
findet nicht statt, da weder freies, noch an Essigsiure oder Glucuron- 
siure gebundenes Aminoantipyrin nachgewiesen werden konnte. 


4-Oxy-antipyrin im Stoffwechsel des Menschen 


Im Selbstversuch wurden an 2 aufeinanderfolgenden Tagen pro die 4x 0,5 g 
Oxyantipyrin peroral eingenommen und die sorgfaltig gesammelten Harnportionen 
in derselben Weise wie der Kaninchenharn aufgearbeitet. 


Das Ergebnis dieses Versuches war, daB freies Oxyantipyrin héch- 
stens in minimalen Spuren eliminiert wurde. In gebundener Form fanden 
sich dagegen 3,085 g 4-Oxy-antipyrin (= 77,1%'der Einnahme), die sich 
dem Harn nach Verkochen mit Salzsiure durch Chloroform entziehen 
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Tab. 8. Stoffwechselversuche mit 4-Oxy-antipyrin (Mensch) 





Direkt aus sodaalkal. |Nach-Kochenm.2% Hq 
Lésg. mit CHCl, sodaalkal. Lésg. m. CH, 
Polarisation 
a) + Blei- |, 
acetat in HCl 

b) + Blei- | Jésl. 
acetat 
u.Soda . »Ace- | Oxy- Oxy- 
— tylami-| anti- |,.Amino-| anti- 
Pe |no*-A.| pyrin | antip.“| pyrin 





in NaOH] in HCl jinNaOH 


neutral lésl. losl. lésl. 








0,0061 g |0,0155 g |0,0038 g |0,0059 g |0,0351 g 
0,0060 g |0,0142 g |0,0036 g |0,0068 g 10,0335 g 
0,0098 g |0,0152 g |0,0048g 10,0101 g |1,6033 g 


0,0097 g |0,0152 g |0,0046 g |0,0077 g |1,5469 g 
0,0080 g |0,0152 g |0,0035 g |0,0086 g |0,0443 g 


0,0070 g |0,0119 g |0,0036 g |0,0063 g 10,0350 g 
om a — ~ 10,0065 g 10,0344 g 

















Gesamtausscheidung: — — 0,0519 g |3,3325 g 
Abzug fiir Blindwerte: — — — 10,0448 g /0,2415¢ 


Rein-Ausscheidung : — |-— —  |0,0071 g |3,0910 g | 3,0854g 























lieBen. Dabei ging die Ausscheidung des 
Oxyantipyrin-glucuronids sehr schnell 
vor sich. Sie war praktisch 24 Stdn. nach 
Einnahme beendet, da der folgende 
Tagesharn nur noch etwa 4% der Ein- 
nahme enthielt. Eine Bildung von 4 
Amino-antipyrin, von 4-Acetylamino- 
antipyrin oder von Rubazonsaure wart 
nicht zu beobachten. 
Die Oxyantipyrin-Riickstinde Nr. 3 und 
4 wurden aus Wasser unter Verwendung von 
Tierkohle umkristallisiert: 1,7 g schwach gelb- 
liche Nadelchen; die Mutterlauge lieferte wei- 
p tere 0,58 g Kristalle, die zusammen mit den 
1 2 Z. Y Tog Osten nach 2-maligem Umldsen aus Essig- 
; : ""9 ster fast farblose, prismatische Saulen bil- 
Abb. 4. Ausscheidung von Anti- deten. Der Riickstand Nr. 5 ergab nach dem 
pyrin (o—o) und 4-Oxy-antipyrin Umkristallisieren aus Wasser und Tierkohle 
(o---0) beim Menschen nach Anti- S°Wie aus Essigester farblose Nadeln. Alle 
pyrin | (4x 0,5 g) diese Fraktionen schmolzen ‘ohne Depression 
mit 4-Oxy-antipyrin bei 181—182°. 
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Antipyrin im Stoffwechsel des Menschen 


Ein weiterer Selbstversuch, bei dem der eine von uns an 2 auf- 
einanderfolgenden Tagen pro die 40,5 g Antipyrin einnahm, ergab, | 
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da8 aus Antipyrin in vivo das gleiche 4-Oxy-antipyrin entsteht, wie aus 
Pyramidon. 
HO Die mit wenig Toluol konservierten 24-Stdn.-Harne wurden mit 2% festem 
m. CHUM Bleiacetat geklart, das Filtrat nach Feststellung der Drehung mit 3% krist. Soda 
7 versetzt und nach erneuter Filtration und Zusatz von 33% Kochsalz 6-mal mit je 
nach 200 ccm Chloroform ausgeschiittelt. 
| Reini. Zur Spaltung der gepaarten Glucuronsiuren wurde der Harn dann mit soviel 
gungni 38-proz. Salzsiure versetzt, da der Gehalt an Chlorwasserstoff 2°% betrug, nach 
| Na,(0, 2.stdg. Erhitzen im siedenden Wasserbad mit festem Natriumhydroxyd nahezu 






























































pe Tab. 9. Stoffwechselversuche mit Antipyrin (Mensch) 
L Pym Direkt aus sodaalkal. Nach Kochen mit 2% 
0.0131 Lésg. mit CHCl, HCl, aus sodaalkal. Lisg. 
‘ Drehung |; : mit CHCl, 
0,0146 Harn : in HCl jinNaOH 
158M | Anti- | oo | pac mit | lost. | Wosl. |! "in HCI finNaOH] tral 
Lie PyTIN | rare} geklarten sites lésl. lésl. 
Harns F.139 bis Oxyan-| Anti- | Sbst. Oxyan- 
0,0226 149° | tipyrin| pyrin F.139 bis ehnevin ? 
0,0149) 140° vel 
OOM | ~— | 965| —0,05% |0,0090g [0,0031 g [0,0181 g |0,0086 g |0,9167g | 0,0533 g 
(nor- 
0,000 » l4x0,52| 1540 | —0,2%  |0,0306 g [0,0060 g |0,0577¢g |0,0308 g |0,3211 g | 0,1535 g 
3,0854, (rétl.- 
; gelb) 
des 92 [4x0,5g| 1210 | —0,4% [0,669 g |0,0086 g |0,0691 g |0,0511 g|0,5497¢ | 0,1954g 
) rotl.- 
nell ab) 
ach 4} — 1000 —0,15% |0,0340 g |0,0034 g |0,0272 g 10,0262 g |0,1521 g | 0,0956 g 
nde (nor- 
7. mal) 
~ 5| — | 970] —0,05% |0,0170g |0,0030 g |0,0187g |0,0131 g |0,0464 g | 0,0657g 
1 > (nor- 
ino- mal) 
“— Gesamt-Ausscheidung:  0,1575 g |0,0241 g |0,1908 g |0,1298 g |1,0860 g | 0,5635 g 
Abzug fiir Blindwerte: 0,04503g |0,0155 g |0,0905 g |0,0430 g |0,0835 g | 0,2665 g 
ae Rein-Ausscheidung: _0,1125 g |0,0086 g |0,1003 g |0,0868 g |1,0025 g | 0,2970 g 
_ neutralisiert und durch Zusatz von 3% fester krist. Soda alkalisiert. Dann wurde 
das die zu starker Emulgierung AnlaB gebende Ausscheidung durch ein Talkumfilter 
sig- abgesaugt und dieses 7-mal mit je 220 ccm Chloroform nachgewaschen. Die einzelnen 
bil- Chloroformportionen wurden in gleicher Reihenfolge zur Ausschiittlung der soda- 
an alkalischen Fliissigkeit, die je nach der Menge auf 2—4 Scheidetrichter verteilt 


vhle war, verwandt. 

Die vor und nach der Verseifung erhaltenen Chloroform-Riickstinde wurden 
in kochendem Wasser aufgenommen und in der schon geschilderten Art in die salz- 
siureléslichen, natronlaugeléslichen und neutralen Fraktionen aufgeteilt. 

Von den eingenommenen 4,0 g Antipyrin wurden 0,1003 g unver- 
indert und 1,0025 g als 4-Oxy-antipyrin, gebunden an Glucuronsiure, 
if — Auf Antipyrin (118,12) berechnet, betrug die Ausschei- 
ib, ung: 
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Unverandertes Antipyrin: 0,1003 g = 2,5% 25.69/ 
4-Oxy-antipyrin (204,12) = 0,924 g = 23,1% moe 


Reinigung des unverindert ausgeschiedenen Antipyrins: Die 
Antipyrin-Riickstande Nr. 2, 3 und 4 wurden in Chloroform gelést, die Lésung auf 
10 ccm eingeengt, mit 100 ccm siedenden Ligroins (Sdp. 60—70°) vermischt, auf 
50 ccm eingeengt, mit Talkum versetzt und durch ein heifBes Filter gegossen. Dag 
gelbliche Filtrat triibte sich schwach, und nach Klarung hatte sich am Boden ein 
braunlicher, aus Tafelchen zusammengesetzter, gréBerer Kristall angesetzt. Das 
klare Filtrat wurde der freiwilligen Verdunstung iiberlassen, worauf sich allmahlich 
derbe Prismen ausschieden, mit Ather-Petrolither gewaschen, Schmp. 106 bis 
107°. Alle Riicksténde und Waschfliissigkeiten wurden vereinigt und der nach 
Verdunsten der organischen Lésungsmittel verbliebene Riickstand in 10 cem Wasser 
gelést und in der Warme mit Tierkohle behandelt. Der Filtratriickstand wurde 
kalt mit Ather ausgezogen und der nach dem Verjagen des Athers hinterbliebene 
Riickstand zusammen mit den oben erhaltenen Kristallen mit Petrolather (Sdp. 50 
bis 60°) ausgekocht. Die nach dem Erkalten triibe Lésung hatte sich am folgenden 
Tage geklirt. Aus dem der freiwilligen Verdunstung iiberlassenen Filtrat schied 
sich allmahlich ein farbloses Kristallbiindel ab, das nach mehreren Tagen iiber 2 cm 
lang und etwa 4 mm breit war und sich aus diinnen, prismatischen Nadeln zu. 
sammensetzte. Mit Ather abgespiilt: Schmp. 109° (Antipyrin: 110°). Aus der Mutter. 
lauge wurde nach Verjagen des Petrolithers und Aufnehmen des Riickstandes in 
4 ccm Alkohol mit Pikrinsiure ein Antipyrin-Pikrat vom Schmp. 187—188° isoliert. 

Reinigung des 4-Oxy-antipyrins aus dem Harn nach der Ver. 
seifung: Die Riickstande Nr. 2 bis 5 wurden zuerst aus Wasser unter Verwendung 
von Tierkohle und dann wiederholt aus Essigester und aus verdiinntem Alkohol 
umkristallisiert. Farblose, glinzende Nadeln vom Schmp. 182—183°. 

Die vor der Verseifung erhaltenen Oxyantipyrin-Riicksténde Nr. 2 und 3 
wurden mit wenig Wasser ausgekocht, die Lésung mit einer Spur Tierkohle erhitzt 
und nach Zusatz von etwas Talkum filtriert und das farblose Filtrat auf 
2 ccm eingeengt. Es gab nach dem Abkiihlen mit FeCl, eine sofort verschwin- 
dende Grinfairbung. Oxyantipyrin: --. Die vor und nach der Verseifung des 
Harns erhaltenen, HCl-léslichen Fraktionen Nr. 2, 3 und 4 wurden nochmals 
in 30 ccm Wasser und 40 Tropfen Salzsiure gelést und nach Zusatz von 10 g Koch- 
salz 5-mal mit je 100 ccm Chloroform gereinigt und nach dem Alkalisieren mit 
100 Tropfen 15-proz. Natronlauge erneut 5-mal mit je 100 ccm Chloroform extra- 
hiert. Es hinterblieben von 0,132 und 0,108 ¢ als Riickstande der Chloroform. 
extrakte 0,100 bzw. 0,070 g Kristalle, die in Wasser leicht léslich waren und mit 
FeCl; eine braunrote Fairbung gaben. Die Riickstiinde wurden in Alkohol gelést 
und nach dem Verjagen des Alkohols mit je 500 ccm Ather riickflieBend ausgekocht. 
Aus dem Ather kristallisierten nach dem Einengen auf 30 ccm im Eisschrank iiber 
Nacht bis zu 3 cm lange farnkrautartige Nadeln von schwach gelber Farbung. 
Beide Substanzen schmolzen bei 139—140° und gaben miteinander gemischt keine 
Depression. Es handelt sich also um die gleiche Verbindung, die, in Wasser leicht 
léslich, mit FeCl, in gereinigtem Zustand eine Rotfairbung gab. Die weitere Unter- 
suchung und Identifizierung dieser Substanz sowie der nach der Verseifung im 
Neutralteil verbleibenden Riickstinde muBte aus duBeren Griinden unterbleiben. 

Bemerkenswert ist es, daB sich die Ausscheidung des gebundenen 4-Oxy- 
antipyrins nach der Einnahme von Antipyrin gegeniiber derjenigen nach der Ein- 
nahme von Oxyantipyrin selbst iiber lingere Zeit hinzieht. Denn wiahrend sie im 
letzten Fall bereits am 1. Tage nach Aufhéren der Einnahme zu Ende geht, ist 
sie im ersten Fall am 2. Tage anscheinend noch nicht ganz beendet. Wahrscheinlich 
ist dies so zu erklaren, daf das Antipyrin nur nach und nach in Oxyantipyrin iiber- 
geht. Wenn man die nur schitzungsweise ermittelte Ausscheidung des 4-Oxy- 
antipyrins im Menschenharn nach der Einnahme von Pyramidon mit der quanti- 
tativ verfolgten Eliminierung nach Einnahme von Oxyantipyrin und Antipyrin 
vergleicht, so fallt es auf, das die nach Pyramidon ausgeschiedene Menge sehr gering 
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ist, obwohl die Linksdrehung der Harne hier wie dort ziemlich gleich hoch ist (in 


zwei Pyramidon-Tagesharnen wurde sie z. B. zu — 0,25% und — 0,4% ermittelt). 


Ob dies darauf zuriickzufiihren ist, daB das Oxyantipyrin-glucuronid nur eine 
geringe spezifische Drehung besitzt oder, wie Enklewitz*® im Gegensatz zu 
Lawrow® behauptet, iiberhaupt optisch inaktiv ist, und die Drehung durch ein 
anderes Glucuronid hervorgerufen wird, bleibt vorliufig ungeklirt. Eine sekundire 
Verinderung des freiwerdenden Oxyantipyrins durch andere Substanzen im 
Pyramidonharn ist wohl weniger wahrscheinlich, es sei denn, daB die héhere Tem- 
peratur bei der Verseifung (die stark salzhaltigen Harne wurden riickflieBend ge- 
kocht, anstatt im siedenden Wasserbad erhitzt) eine Zersetzung des Oxyantipyrins 
bewirkt hatte. 

Unsere Untersuchungen iiber das Verhalten des Pyramidons und > 
einiger iam verwandten Verbindungen im Organismus sind auch in toxi- 
kologischer Hinsicht von Bedeutung. Die Wiedergewinnung von un- 
verindertem Pyramidon aus dem Harn gehért anscheinend zu den 
Seltenheiten. 

Jaffe? ist sie trotz aller Bemiihungen nicht gelungen. Wir fanden 
nur einmal bei einem Patienten, der bald nach der Einweisung ins 
Krankenhaus starb, 0,06 g Pyramidon, das dem mit Natronlauge alkali- 
sierten Harnextrakt (Stas-Otto) durch Atherausschiittelung entzogen 
wurde. Die geringen Mengen der im Mageninhalt und Harn enthaltenen 
Medikamente (Bromural, eine unbekannte Barbitursiure und Pyramidon) 
konnten den Tod nicht verursacht haben. Man mu8 wohl annehmen, 
daB der moribunde Organismus nicht mehr fahig war, alles Pyramidon 
umzuwandeln, so daB ein Teil unverindert in den bei der Sektion ent- 
nommenen 770 ccm Blasenharn aufgefunden werden konnte. An Acety]- 
amino-antipyrin und Aminoantipyrin enthielt der Harn zusammen nur 
0,13 g. Ob in Organen von Personen, die an groBen, in selbstmérderischer 
Absicht genommenen Dosen von Pyramidon starben, unverainderte Sub- 
stanz auffindbar ist, wie es mehrmals behauptet wurde**, bedarf sehr 
der Bestitigung. Anscheinend wurden in allen diesen Fallen die Organ- 
teile mit dem Magen und dessen Inhalt zusammen verarbeitet, welch 
letztere sicherlich die Hauptmenge des gefundenen Pyramidons ent- 
halten haben. Velten*4 konnte jedenfalls bei einem 19-jihrigen Schiiler, 
der etwa 25g Pyramidon zu sich genommen hatte, in einem Gemisch 
von 30g Gehirn, 4g Blut und zusammen 35 g Leber, Milz und Herz 
nicht einmal den qualitativen Nachweis des Pyramidons fiihren. Ein- 
wandfrei festzustellen und mengenmaBig abzuschatzen ist die Einnahme 
von Pyramidon, Novalgin, Melubrin und Aminoantipyrin durch die Iso- 
lierung und Charakterisierung des von uns im Harn aufgefundenen 
4-Acetylamino-antipyrins, das zu rund 20—30% entsteht und leicht 
rein zu erhalten ist. Das ebenfalls in gréBerer Menge sich bildende 
4-Amino-antipyrin ist etwas schwieriger rein darzustellen, aber an seiner 
Firbung mit Eisenchlorid ohne weiteres zu erkennen. Geringere Mengen 


_ % T. Geill, Dtsch. Z. ges. gerichtl. Med. 7, 344 [1926]; K. Wagner, Sammlg. 
a Abt. A, 2, 111 [1931]; Ph. Schneider, ebenda, Abt. A, 3, 133 
4, Velten, Sammlg. Vergiftungsfille, Abt. A, 8, 79 [1937]. 
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fiihrt man zweckmaBig durch Kochen mit Schwefelkohlenstoff und 
Schwefel in Diantipyry]-thioharnstoff (Schmp. 248° u. Zers.) iiber. 

Tab. 10 bringt eine Ubersicht iiber die von uns beim Menschen 
erhaltenen Ausscheidungsbefunde. 


Tab. 10. Ubersicht iiber die Stoffwechselversuche mit Pyramidon und verwandten 
Verbindungen (Mensch) 























Gesamtausscheidung in °/, der Einnahme 
Nach Einnahme von 4-Acetyl- 4-Amino. | 4-OxXy-anti- me 
amino- talents pyrin (als Antipyrin 
-antipyrin P) Glucuronid) 
Pyramidon ..... 28,9 22,8 wenig — 
Nowngm ...... 27,5 22,6 — _— 
Melubrin ...... 19,4 28,8 — — 
4-Amino-antipyrin 25,1 35,5 — _- 
Antipyrin ...... ‘7 7) 23,1 2,5 
4-Oxy-antipyrin .. . O O 77,1 -- 
Zusammenfassung 


Nach Einnahme von Pyramidon wurden im menschlichen 
Harn 22,8% der Th. 1-Phenyl-2.3-dimethyl-4-amino-pyrazolon (4- 
Amino-antipyrin) und 28,9% der Th. 1-Phenyl-2.3-dimethy]-4- 
acetyl-amino-pyrazolon (4-Acetylamino-antipyrin) gefunden. Die 
Ausscheidungsgipfel lagen bei beiden Substanzen im ersten Tage, 
ihre Ausscheidung zog sich aber 4 bzw. 5 Tage hin; normalerweise wird 
Pyramidon unverindert nicht ausgeschieden. 

Die gleichen Substanzen wurden auch nach der Einnahme von 
4-Amino-antipyrin (35,5 bzw. 25,1%), von Novalgin (22,6 bzw. 
27,5%) und von Melubrin (28,8 bzw. 19,4%) aus dem menschlichen 
Harn gewonnen. Das Verhiltnis des 4-Acetylamino-antipyrins zum 
4-Amino-antipyrin in den Gesamtausscheidungén entsprach gemaf der 
aihnlichen Substitution am C, des Pyrazolonkernes beim Novalgin 
(1: 0,82) demjenigen beim Pyramidon (1: 0,79) und beim Melubrin 
(1: 1,49) demjenigen beim 4-Amino-antipyrin (1: 1,41). 

Vom Hunde wurden vorwiegend 4-Amino-antipyrin (10,5%) 
und nur wenig 4-Acetylamino-antipyrin (5,1%) ausgeschieden, 
mit dem Ausscheidungsmaximum erst am dritten Tage nach der letzten 
Eingabe. Jaffe nimmt an, da der Hund wesentliche Mengen, erheblich 
mehr als die von ihm isolierten 6°%, an Antipyryl-Harnstoff eliminiert. 

Von 6,0 g 4-Acetylamino-antipyrin wurden beim Hunde 5,36 g 
(89,3°%) unveraindert im Harn wiedergefunden, ohne daB auch nur eine 
Spur von 4-Amino-antipyrin nachzuweisen war. 

Als primires Stoffwechselprodukt des Pyramidons ist 4-Amino- 
antipyrin anzusehen, woraus sekundir die Acetylverbindung entsteht. 
Vermutlich ist die Bildung von 4-Amino-antipyrin aus Pyramidon nicht, 
wie Jaffe es fiir die Vorstufe der Rubazonsiure annimmt, auf eine 
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Entmethylierung, sondern auf einen Austausch der Dimethylamino- 
Gruppe gegen die Amino-Gruppe, der iiber die Harnstoffgruppe gehen 
konnte, zuriickzufiihren. Eine wesentlich erhéhte Ausscheidung von 
Dimethylamin nach Pyramidon-Einnahme konnte jedoch nicht fest- 
gestellt werden. 

'  AuBer Rubazonsiure, 4-Amino-antipyrin und 4-Acetylamino-anti- 
pyrin werden vom Menschen nach Pyramidon-Einnahme geringe Mengen 
von4-Oxy-antipyrin als Glucuronid, vielleicht auch teilsmit Schwefel- 
siure gepaart, ausgeschieden. Nach Einnahme von 4-Oxy-antipyrin 
selbst fanden sich beim Menschen in den linksdrehenden Harnen 77,1% 
in gebundener Form wieder; dabei war die Ausscheidung praktisch 
24 Stdn. nach der Einnahme beendet. Eine Bildung von 4-Amino-anti- 
pyrin, 4-Acetylamino-antipyrin und von Rubazonséure war nicht zu 
beobachten. 

Antipyrin erschien nach peroraler Einnahme zu 2,5% unverandert 
und zu 23,1% als 4-Oxy-antipyrin im menschlichen Harn; die Aus- 
scheidungsdauer betrug zwei bis drei Tage nach der Einnahme. 

4-Acetylamino-antipyrin ist in der chemischen Toxikologie 
zum Nachweis und zur mengenmaBigen Beurteilung der Einnahme von 
Pyramidon, Novalgin und Melubrin besonders geeignet. 


Uber den bakteriellen Abbau von 3.5-Dibrom-(/)-tyrosin 
Von 


Giinther Habild 
Aus der Univ.-Kinderklinik Géttingen, Direktor: Prof. Dr. H. Kleinschmidt 
(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Mirz 1949) 


Herrn Prof. Ackermann in dankbarer Verehrung 
zum 70. Geburtstag (11. 11. 48 


Dibromtyrosin wurde zuerst aus bestimmten Korallenarten von 
Mérner! isoliert. Zuvor hatten Drechsel? und Henze*® im Spongin 
das nahe verwandte Dijodtyrosin gefunden. Jedoch gelang es erstmalig 
Ackermann und Miiller* im Spongin neben Dijodtyrosin auch Di- 
bromtyrosin nachzuweisen. Eine Trennung der beiden Anteile aus 
dem vorliegenden Gemenge war ihnen jedoch nicht méglich, so daB sehr 
wahrscheinlich auch die friiher aus Spongin dargestellten Dijodtyrosin- 
priparate nicht rein waren, sondern mehr oder weniger groBe Mengen 
Dibromtyrosin enthielten. 


1 C. Th. Mérner, diese Z. 88, 126 [1913]. 

* E. Drechsel, Z. Biol. 88, 85 [1895]. 

3M. Henze, diese Z. 28, €0 [1£01); 51, 64 (1807]; 72, £05 [1911]. 
4). Ackermann u. E. Miller, diese Z. £69, 146 [1941]. 
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Uber den biologischen Abbau von Dibromtyrosin ist unseres Wissens 
bisher nichts veréffentlicht worden. Fiir den Abbau des halogensubsti. 
tuierten Tyrosins durch Mikro-Organismen kommen zwei Wege in 
Frage: 

1. Abspaltung des Halogens und anschlieBend Abbau des halogen. 
freien Tyrosins. Wir fanden beim bakteriellen Abbau des Dijod. 
tyrosins®, da durch Bakterieneinwirkung 28% des insgesamt 
vorhandenen organisch gebundenen Jodes als anorganisches Jodid 
abgespalten wurde; indessen betrug die Jodabspaltung in den 
bakterienfreien Kontrollen nur 8%. Das dabei entstandene halo. 
genfreie Tyrosin wurde von den Bakterien zu einem Teil zu Tyramin 
decarboxyliert und konnte als solches isoliert werden. 

. Abbau an der Seitenkette des halogenhaltigen Tyrosins ohne Ab. 
spaltung des Halogens. Dieser Weg fiihrt nicht zum vollstandigen 
Abbau — zu Kohlenséure und Wasser — sondern zu halogen. 
haltigen aromatischen Oxysiuren und Fettsiuren. 

Bei der oxydativen Aufspaltung des Tyrosins wird ziemlich friih. 
zeitig eine weitere Hydroxylgruppe am Ring eingefiihrt. Fiir die 
halogensubstituierten Derivate scheint dieses unmdglich zu sein, 
so daB die Weiteroxydation nicht erfolgen kann. Dies ergibt sich auch 
aus Abbauversuchen mit kiinstlichen halogenhaltigen Aminosiuren — 
Chlorphenylalanin — im Tierkérper®. Die bei der Desamidierung ent- 
stehenden halogenhaltigen Ketosiiuren werden fermentativ in die be- 
stindigen Alkoholsiuren bzw. Fettsiiuren umgebaut, welche gar nicht 
oder nur sehr langsam Halogen abspalten’. Im intermediaren Stoff- 
wechsel wird offenbar das Stadium der Brenztraubensaure sehr schnell 
durchlaufen, und man gelangt fermentativ durch Reduktion zu Milch- 
siure und Propionsaure oder durch Oxydation zur Essigsiure. Das sind 
gerade, wie eben angefiihrt, die stabilen Formen, aus denen nur schwer 
Halogen abgespalten wird. Bei unseren Versuchen mit Dijodtyrosin® 
konnten keine jodhaltigen organischen Abbauprodukte nachgewiesen 
werden. Bei linger dauernden Versuchen starben die Bakterien ab. Es 


wird vermutet, daB ein Zusammenhang zwischen der Jodabspaltung . 


und der Schadigung der Bakterien besteht. 
Die Fragestellung fiir den bakteriellen Abbau von Dibromtyro- 
sin lautet: 
1. Kann aus Dibromtyrosin fermentativ durch Bakterientatigkeit 
Brom abgespalten werden ? 
2. Kommt es dabei zur Wachstumshemmung oder zum Absterben der 
Bakterienkulturen ? 
3. Lassen sich bromhaltige Abbauprodukte des Dibromtyrosins nach- 
nachweisen ? 
5 G. Habild, Z. Biol. 99, 421 [1939]. 
6 E. Friedmann u. C. Maase, Biochem. Z. 27, 97.[1910]; L. Flatow, 


diese Z. 64, 367 [1910]. 
7 Eigene, unverdffentlichte Versuche. 
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Beschreibung der Versuche 


A) Untersuchung des 3.5-Dibrom-/-tyrosin 

Das 3.5-Dibrom-(l)-tyrosin wurde aus Dibromtyrosin-Tabletten (Hoffmann- 
La Roche A.G.) des Handels erhalten. Die Tabletten wurden pulverisiert und in 
8-proz. Natriumbicarbonat-Lésung verriihrt. Unter gelindem Erwirmen auf 50 bis 
60° trat teilweise Lésung ein, jedoch blieben Starke und ein Teil der iibrigen 
Tablettenmasse ungelést zuriick. Vom Unléslichen wurde abfiltriert und das 
Filtrat mit Essigsiure angesiuert. Nach kurzer Zeit kristallisierte Dibromtyrosin 
aus. Es wurde noch zweimal in gleicher Weise umkristallisiert und bei 20°, ,5 mm 
iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Nach nochmaligem Trocknen bei 80° im Hoch- 
vakuum wurde 6,219 Wasser abgegeben, Schmp. 235°. 


34,83 mg Sbst.: 40,37 mg CO,, 8,64 mg H,O. — 35,69 mg Sbst.: 1,27 ccm N, 
(22°, 760 mm). — 15,16 mz Sbst.: 0,90 com n/10-AgBr. 

C,H,0;NBr, (338,99). Ber. C 31,88, H 2,68, N 4,13, Br 47,15. 

Gef. C 31,64, H 2,78, N 4,12, Br 47,44. 

567,1 mg Sbst. in 10 ccm 4-proz. Salzséure, 1 = 1 dm, « = + 0,11° [ax] = 
+ 1,94°. 

Dibrom-l-tyrosin gab keine GerngroB-Voss-Reaktion. Millon wurde erst nach 
lanzerem Kochen positiv. Das Préparat enthielt kein nicht bromiertes Tyrosin. 
Fehling neg. und Nylander negativ. Aus 500 mg Substanz, welche in Wasser gelést 
und mit Phosphorsiure angesauert wurden, lieB sich mit Ather keine bromhaltige 
organische Verbindung extrahieren. 


B) Bromidbestimmung 

Um auchin Gegenwart von organisch gebundenem Brom exakte Bromidwerte 

zu erhalten, kamen zwei Verfahren in Betracht: 

1. Fallung der Halogenide mit Silbernitrat und Weiterbehandlung des Silber- 
halogenidniederschlags mit Zink nach Doering*. Das Bromid wird hierbei 
am Schlu8 der Bestimmung mit Thiosulfat titriert. . 

2. Die elektrometrische Titration der Bromide® in Gegenwart von Dibrom- 
tyrosin. Man erhalt schnell und sicher sehr genaue Werte. Zwar erlaubt 
dieses Verfahren die Bestimmung von Bromiden in Gegenwart von Chlo- 
riden, doch lassen sich geringe Bromidmengen in Gegenwart eines groBen 
Uberschusses von Chloriden — und umgekehrt — nicht bestimmen. 


C) Brombestimmung 

Entsprechend dem Vorgehen von Groag’ bei der Mikrobestimmung des 
Gesamt-Jods im Blut wurden in einem Nickeltiegel 20—50 mg Substanz oder 
1—5 cem alkalischer Lésung der Substanz mit 3 g Soda-Salpeter (2:1) vorsichtig 
verascht. Manchmal wurde das Erhitzen nach Anfeuchten mit wenig Aqua dest. 
nochmals wiederholt, um den AufschluB zu vervollstandigen. Nach dem Ver- 
aschen — geringe Kohlereste stéren den Analysengang nicht — wurde mit 30 bis 
50 cem Wasser versetzt und 2—3 Min. gekocht. Dann zur hei®en Lésung 50 mg 
Natriumsulfit zugefiigt und die Bromide nach Ansiuern mit 50-proz. Schwefel- 
siure elektrometrisch mit n/10-Silbernitrat titriert. 

D) Brom-Abspaltung bei der Faulnis von 3.5-Dibrom-l-tyrosin 

Bei den Versuchen der Bromabspaltung aus Dibromtyrosin konnte nur mit 
goringen Bromidmengen gerechnet werden. Da das elektrometrische Bromid- 
verfahren fiir kleine Mengen Bromid in Gegenwart von viel Chlorid nicht brauchbar 

8 H. Doering, Z. analyt. Chem. 108, 255 [1937]. 

® E. Miller, Die elektrometr. MaBanalyse. Verlg. Steinkopff 1944; vgl. 
auch: Paal u. Motz, Klin. Wschr. 1985 IT, 1291, 1394: 1936 I, 788. 

10 B. Groag, Biochem. Z. 175, 455 [1926]. 
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ist, wurde gepriift, ob B. Coli com. auch in chloridfreier Nahrlésung zum Wachs- 
tum zu bringen ist. Mit einer Nahrlésung, ahnlich derjenigen von Sasaki"!, die 
l-Tyrosin enthielt, aber kochsalz-frei war, wurden 4 Erlenmeyerkolben mit je 
100 cem beschickt. Die Nahrlésung hatte die Zusammensetzung: 3 g Na,HPO,, 
0,1 g MgSO,, 1,0 g (NH,).COs, 20 ccm Glycerin, 1 g 1-Tyrosin, Aqua dest. ad 1000,0. 

Die Kolben wurden mit Watte verschlossen und 1 Stde. bei 130°im Dampf 
sterilisiert. Das py der Lésung wurde mit konz. Phosphorsaéure auf py 7,6 ein- 
gestellt und mit frisch aus Faeces gewonnenen JB. Coli-Reinkulturen beimpft'?, 

Nach 4 Wochen lieB sich aus allen Ansitzen, welche bei 37° gehalten wurden, 
B. Coli weiter abimpfen; die Bakterien hatten sich reichlich vermehrt. 

Die Faulnisversuche mit 3.5-Dibrom-/-tyrosin wurden daraufhin in gleicher 
Weise angesetzt. Die Nahrlésung enthielt kein /-Tyrosin, sondernin einem Liter 
zwei Gramm Dibromtyrosin. Es wurden insgesamt 8 Ansatze beschickt zu je 
250 ccm. 2 Ansitze blieben zur Kontrolle unbeimpft. Das py wurde auf 7,6 ein- 
gestellt, lediglich ein Kontrollansatz (Nr. 7, Tab. 1) wurde mit konz. Phosphorsiure 
bis pq 5,6 angesduert. Nach zweimaliger Sterilisation im Autoklaven bei 130° 
waren simtliche Lésungen hellgelb verfirbt, mit Ausnahme der Kontrolle py 5,6. 
Jeden Ansatz beimpften wir mit fiinf verschiedenen Kulturen B. Coli, die wir 
mit der Ose von Schrigagar abnahmen Die Kulturen wurden einschlieBlich der 
Kontrollen 33 Wochen bei 37° gehalten. Auch bei Versuchsende lieB sich, mit 
Ausnahme der sterilen Kontrollen, aus allen Nahrlésungen B. Coli weiter abimpfen. 
Die Lésungen waren dunkel verfirbt und gaben — mit Ausnahme der Kontrollen— 
die Farbreaktionen nach Millon und Gerngross-Voss, welche zu Versuchsbeginn 
negativ ausgefallen waren. 

Uber ‘das Ergebnis der Bromabspaltung, in % des Gesamtbroms errechnet, 
geben Tab. 1 u. Abb. 1 Aufschlu8. Man sieht, daB es unter dem Eijnflu8 der Pak- 
terien zu vermehrter Bromabspaltung kommt. Nach 33 Wochen wurden in den 
Kulturen mit B. Coli 13,3% Brom abgespalten, in den bakterienfreien Kontrollen 
hingegen nur 9,6%. Die zusatzliche Bromabspaltung von 3,7% muB auf die PBak- 
terientaétigkeit zuriickgefiihrt werden. 


Tab.1. Brom-Abspaltung in °%, Bromid, bezogen auf den Gesamt-Bromgehalt 
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Es fiel auf, daB die Kontrollen der Reaktionen nach Millon und GerngroB-VoB 
nicht geben, im Gegensatz zu den Kulturen mit B. Coli. Das Fehlen der Reaktion 
fiir Phenole (oder p-substitutierte Phenole) in den bakterienfreien Lésungen wire 
so zu erkléren, daB die nach der Debromierung gebildeten halogenfreien Produkte 
durch Oxydation am Ring aufgespalten oder durch Kondensation gebunden werden. 
Ein Nachweis ist dann mit den angefiihrten Reaktionen nicht mehr méglich. 

11 Th. Sasaki, Biochem. Z. 59, 429 [1914]; vg]. auch: D. Ackermann, 
diese Z. 60, 482 [1909]. 

12 Die Reinkulturen stellte das Géttinger Hygienische Institut zur Verfiigung, 
wofiir besonders Hrn. Dr. Kréger vielmals gedankt sei. 
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Abb. 1. Mittelwerte der Brom-Abspaltung von saémtlichen Messungen der Tab. 1. 
Blindversuch. 


E) Abbau-Versuche von 3.5-Dibrom-l-tyrosin 

Sasaki" hatte bei Faulnisversuchen mit Tyrosin groBe Mengen von Tyramin 
erhalten. Wir nahmen daher an, daB beim bakteriellen Abban von 3.5-Dibrom-l- 
tyrosin unter entsprechenden Versuchsbedingungen, Dibrom-tyramin gebildet 
wird. Auch wurde an die Méglichkeit gedacht, da8 halogenhaltige, aromatische 
Sauren gebildet werden kénnten. 

1. Dibrom-tyramin-bromhydrat wurde von Zeyneck?* dargestellt. Es fehlten 
jedoch die Angaben fiir das schwerlisliche Dibenzoat. Dieses bildet sich aus 
Dibrom-tyramin und Benzoylchlorid in.10-proz. Natronlauge bei 10°. Aus Aceton 
und Aethanol umkristallisiert. Schmp. 148°. 

35,22 mg Sbst.: 67,67 mg CO,, 10,48 mg H,O. — 84,6 mg Sbst.: 1,76 ccm 
n/10-NH;. — 36,9 mg Sbst.: 1,46 ccm n/10-AgBr. 

C.H,;0,;NBr, (503,20). Ber. C 52,51, H 3,41, N 2,78, Br 31,76. 

Gef. C 52,43, H 3,33, N 2,91, Br 31,53. 

Zum Nachweis und zur Identifizierung von Dibrom-tyramin, auch in Gegen- 
wart von Tyramin ist die Abscheidung als Dibrom-tyramin-jodhydrat geeignet, 
welches in Wasser sehr schwer léslich ist. Das Jodhydrat scheidet sich aus einer 
Lésung von Dibrom-tyramin-bromhydrat auf Zugabe eines Uberschusses von 
Kaliumjodid ab. Noch 150 mg in 100 cem Wasser lieBen sich so zur Auskristalli- 
sation bringen. Schmp. 251—252° unter Zersetzung. 

29,49 mg Sbst.: 24,69 mg CO,, 6,25 mg H,O. — 30,45 mg Sbst.: 0,94 ccm N, 
(23°, 759 mm). ; 

C,;H,ONBr., HJ (422,92). Ber. C 22,72, H 2,38, N 3,31. 

Gef. C 22,85, H 2,47, N 3,49. 

2. Versuch der Isolierung von Dibromtyramin, aus einem Gemisch von 
Dibromtyramin und Tyramin. 

Beispiel: 200 mg Tyramin-chlorhydrat und 200 mg Dibrom-tyramin- 
bromhydrat wurden in etwa 100 ccm warmen Wasser gelést und soda-alkalisch 
gemacht. Im Perforator wurde 3-mal 24 Stdn. mit Ather extrahiert, welcher einige 
Tropfen konz. Bromwasserstoffsiure enthielt, da die freien Basen leicht zersetzlich 
sind. Der Ather wurde verjagt und der Riickstand in wenig heiBen Wasser gelést. 
Beim Abkiihlen entstand eine kristalline Fallung, die in 50 cem hei&em Wasser 
gelést wurde. Aus der erkalteten Lésung kristallisierte nach Zugabe von Kalium- 
jodid im Uberschu8 sofort Dibromtyraminjodhydrat aus. 150mg konnten so 
wiedergefunden werden. Pe 

_ Aus den Mutterlaugen lie8 sich durch nochmalige Atherextraktion das Tyra- 
min gewinnen. 


13 R. Zeynek, diese Z. 114, 275 [1921]. 
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3. Bakterieller Abbau von Dibromtyrosin. 


Versuch I. In 800 ccm tyrosinfreier Nahriésung nach Sasaki wurden | g 
3.5-Dibrom-l-tyrosin (Hoffmann-La Roche) gelést, und auf py 7,4 eingestellt. Es 
wurden fiinf Kulturen angelegt und jeder Ansatz mit drei Kulturen B. Coli auf 
Schragagrarréhrchen beimpft (s.0.). Die Versuchsbedingungen waren dieselben, 
wie oben beschrieben. Bakterienwachstum fand in allen Versuchslésungen statt, 
kenntlich an der Tribung und dem zunehmendem Bodensatz, der bei zwei unbe- 
impften Kontrollen ausblieb. Nach zehn Wochen war in den Kolben 1 und 3 noch 
B. Coli abimpfbar. Kolben 2 zeigte kein Wachstum mehr. Kolben 4 und 5 waren 
mit Schimmel verunreinigt und wurden verworfen. Das pq der Lésung war von pg 
7,6 auf pq 5 abgesunken. Die Versuchslésungen 1, 2, 4, 5 gaben nach Versuchsende 
positive Millon- und Gerngross-Voss-Reaktion. Die Kulturen 1, 2, 3 enthielten 
insgesamt 1,34 g Brom, welches in 3 g Dibromtyrosin enthalten war. Die Lésung 
der vereinigten Ansitze wurde im Vakuum vorsichtig eingeengt und der sirupése 
Riickstand in 300 cem 96-proz. Athanol bei 60° extrahiert. Der Alkohol wurde 
vom Unléslichen abfiltriert. Das Filtrat enthielt 705mg Brom. Die alkoholische 
Lésung wurde im Vakuum eingeengt und in Wasser aufgenommen. Bei, py 2 
(phosphorsauer) mit Ather im Perforator extrahiert. Nach Verdunstep des Ather 
blieb eine braune, élige Fliissigkeit zuriick, welche nochmals aus Ather bei py 2 
extrahiert wurde, da wir zunichst annahmen, daf diese Verunreinigungen enthielt. 
Die atherische Lésung enthielt 510 mg Brom in organischer Bindung. 

Es wurden also 38% Brom aus Dibromtyrosin atherléslich. 

Der Ather wurde verjagt und der Riickstandin 160 ccm Wasser aufgenommen. 
Es ]4ste sich nur ein Teil, der Rest blieb in Form schwarzbrauner Schmieren zu- 
riick. In Wasser léslich waren 202 mg Brom. Diese Lésung nach Kjeldahl verascht, 
war praktisch frei von Stickstoff. Die wiBrige Lésung wurde im Vakuum bei 27° 
eingeengt. Es schied sich ein gelbes Ol ab. Das Ol reagierte kongopositiv. 

Ein Teil davon, mit 87mg Brom, wurde in 25 ccm Wasser gelist, mit 
Bariumhydroxyd bis py 7,5 versetzt, dann mit CO, vom Uberschu8 von Barium- 
hydroxyd befreit, Bariumcarbonat abfiltriert, und das Filtrat im Exsiccator zur 
Trockne gebracht, da eine schwerlésliche Kristallisation nicht zu erzielen war. Es 
wurde 471 mg bariumhaltiger Riickstand erhalten, mit 20,05% Barium und 
14,08% a Auf bariumfreie Substanz umgerechnet ergab sich ein Bromgehalt 
von 17,6%. 

Der andere Teil, mit 115mg Brom, wurde in 200 ccm heiBem Wasser 
golést und mit Bleiacetat gefillt. Die Bleifallung wurde abfiltriert und mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt, dann Schwefelwasserstoff durch Einleiten von CO, verjagt und 
vom unldslichen Bleisulfid abfiltriert, das klare gering gelbliche Filtrat im Vakuum 
vorsichtig eingeengt und im Exsiccator zur Trockne gebracht. 

Der Riickstand schied sich teilweise kristallin ab, schiippchenférmig, teilweise 
als gelbes durchsichtiges Harz. Riickstand in wenig verd. Sodalésung gelést, mit 
verd. Salzsiure kongosauer gemacht. Aus 6 ccm Fiiissigkeit kristallisierten 19,8 mg 
weiBe Kristalle mit 9 mg Brom. Sie gaben, in Wasser gelést, mit salpetersaurer 
Silbernitrat-Lésung keine Fallung. Miilon und Gerngross-Voss negativ. 

Schmp. 70—73°. Die Analysen fiir Brom fielen wegen zu kleiner Substanz- 
einwage unterschiedlich aus: Es wurden gefunden 48,7% und 45,8% Brom im 
Durchschnitt 47,4% Brom. 

Die bei pq2 mit Ather extrahierte Lésung wurde sodaalkalisch gemacht 
und 3-mal 24 Stdn. im Perforator mit Ather extrahiert. Aus dem Ather wurde nur 
eine geringe Menge Schmieren erhalten. die nicht weiter untersucht wurden. 

Versuch II. Sechs Kolben wurden mit je 800 ccm tyrosinfreier Nahrlésung 
nach Sasaki!! beschickt und darin je 2 g Dibromtyrosin (s. 0.) gelést. Insgesamt 
enthielten die Lésungen 12 g Dibromtyrosin mit 5,38 g Brom. Die. Versuchsansitze 
wurden im Autoklaven bei 130° sterilisiert und mit Phosphorsaure auf py 7,7 ein- 
gestellt, mit B. Coli beimpft, und sieben Wochen bei 37° im Brutschrank bebriitet. 
Von der dritten Woche ab hatten sich die Nahrlésungen plétzlich dunkelbraum 
verfarbt. Aus allen Kulturen lie8 sich zu Versuchsende B. Coli weiter abimpfen. 
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Das py lag zwischen 7,0—5,9 und betrug im Durchschnitt 6,6. Mit einer Ausnahme 
gaben die Nahrlésungen am Versuchsende Millon und Gerngross-Voss positiv, was 
bei den Kontrollen weder zu Beginn noch am Ende des Versuchs der Fall war. 
Durch die Einwirkung von B. Coli auf Dibromtyrosin war es somit zur Bildung 
yon halogenfreien Phenolen gekommen. 

Die sechs Kulturen wurden vereinigt und wie in Versuch I beschrieben mit 
Ather bei pq 2 extrahiert. Nach Verjagen des Athers blieb ein Riickstand zuriick 
mit 2,34 g Brom. 

Es wurden also 43,5% Brom aus Dibromtyrosin atherléslich. 

Auf Zusatz von 1—2 ccm Wasser zu dem Atherriickstand, entstanden nach 
24 Stdn. 1,2 g farblose Kristalle, die 0,580 g Brom enthielten. Sie waren, nach 
Dumas und nach Kjeldahl verascht, stickstoffrei, und bildeten, viermal aus ver- © 
dinnter sodaalkalischer Lésung mit Salzsiure umkristallisiert, einheitliche Lan- 
zette, oft in dichten Gruppen zusammengewachsen (Abb. 2). i 

Leichtléslich in Methanol, Athanol, Aceton, Butanol, Amylalkohol, Ather. 
Léslich in Chloroform und Eisessig. Gut léslich in Alkalien. Schwer léslich in kaltem 
und léslichin hei8em Wasser und sehr schwer léslich in Sauren, reagiert in waBriger 
Lésung kongosauer. Nach Reduktion mit Natriumamalgam: Millon und Gern- 
gross-VoB positiv. Beim Kochen mit Salpetersiure wird Brom abgespalten. Mit 
kalter Salpetersiure entsteht Gelbfirbung, welche auf NH,-Zusatz in Rot um- 
schligt. Der Stoff gibt mit basischem Bleiacetat und mit Bleiacetat eine weile 
Faillung. In verdiinnter Ammoniak-Lésung bildet sich beim Versetzen mit Silber- 
nitrat eine weiBe Fiallung. 

Die Analysenergebnisse und auch die Spezifische Drehung sprechen fiir das 
Vorliegen von (+)-Dibrom-p-oxyphenylmilchsaure. 

30,31 mg Sbst.: 33,85 mg CO,, 7,66 mg H,O. 

(,H,O,Br, - H,O (357,91). Ber. C 30,18, H 2,82. Gef. C 30,48, H 2,83. 

Nach dem Trocknen zur Gewichtskonstanz im Hochvakuum bei 20°, iiber 
KOH und P,O;: 

14,12 mg Sbst. 0,835 com n/10-AgBr. 

C,H,0,Br, (339,89). Ber. Br 47,03. Gef. Br 47,26. 

51,4 mg Sbst., 968,7 mg Lésung (50-proz. Athanol), Spez.Gew. 0,8374, 


1=1dm, « = + 0,11% [xj 99°: + 2,48°. 

Die bei py 2 mit Ather extrahierte Lésung wurde so alkalisch gemacht und 
nochmals mit Ather erschépfend extrahiert. Es wurde, ahnlich wie in Versuch I, 
auch hier nur Spuren von schmierigen, schwach sauer reagierenden Substanzen 
erhalten, die nicht weiter untersucht wurden. 


F) Darstellung von d,l-Dibrom-p-oxyphenylmilchsaure 

Die halogenfreie Oxysiure —durch Reduktion der p-Oxyphenyl-brenztrauben- 
siure gewonnen — lagertin Kisessig glatt 1 Mol. Brom an. d,l-Dibrom-oxyphenyl- 
nilchsiure wurde bereits friiher von uns zusammen mit Jessen dargestellt*. 
Jessen sind jedoch bei der Aufzeichnung einzelner Teile des Darstellungs-Ver- 
fahrens offenbar Irrtiimer unterlaufen. 

1. 10g p-Oxypheny]-brenztraubensaure (Testacid"), der Fa. Chemie- 
werk Homburg) wurde in 100 ccm verd. Natronlauge gelést. 200—300 g 2-proz. 
Natriumamalgam in kleinen Stiicken wurden unter Schiitteln in einer Glas- 
stépselflasche eingetragen. Zum Schlu8 wurde im Wasserbad erwirmt, bis sich 
das Quecksilber verfliissigt hatte. Mit Schwefelsiure wurde kongosauer gemacht 
und erschépfend mit Ather extrahiert. Die Oxysiure wurde aus wenig heifem 
Wasser umkristallisiert. Schmp. 140°. 


14 W. Jessen, Diss. Greifswald 1944/45. 
18 Fiir die Uberlassung des Stoffes méchten wir auch an dieser Stelle danken. 
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29,58 mg Sbst.: 61,12 mg CO,, 14,93 mg H,O. —¥303,0 mg Sbst.: 14,0 mg 
Gew.-Verlust, 3h, 80°, 0,5 mm, P.O;. F 
C,H,,0, - 1/2 H,0 (191,18). Ber. C.56,54, H5,80, H,0 4,71. 
Gef. C.56,39, H5,65, H,O 4,62. 


Abb. 2. 
(+)-Dibrom-p-oxyphenylmilchsaure. d,l-Dibrom-p-oxyphenylmilchsaure 
(bromhaltige Siure entstanden beim (synthet.). Vergr. 60/1. 
bakteriellen Abbau von Dibrom- 
tyrosin). Vergr. 60/1. 


Abb. 4. 
Dibrom-p-oxyphenylpropionséure Dibrom-p-oxyphenylessigsaure 
(synthet.). Vergr. 60/1. (synthet.). Vergr. 60/1. 


2. 2g d,l-Oxyphenyl-milchsiure wurden in 10g Eisessig suspendiert 
und unter Kiihlen 3,55 g Brom (2 Mol.) in 50 g Eisessig dazu gegeben. Die braune 
Bromfarbe verschwand, und es trat vollstindige Lésung der Substanz ein. Der 
Ejisessig wurde im Vakuum verjagt, und der Riickstand mit soviel Natriumsulfit 
versetzt, bis eine Probe in verd. Sodalésung aufgelést, farblos blieb. Der Riick- 
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stand wurde dann mehrmals aus sodaalkalischer Lésung mit Salzsiure umkristal- 
lisiert. Nach Trocknen bis zur Gewichtskonstanz im Hochvakuum bei Zimmer- 
temperatur tiber P,O;: Schmp. 75—78°. 

31,12 mg Sbst.: 35,90 mg CO,, 6,55 mg H,O. — 45,4 mg Sbst.: 2,65 cem 
n/10-AgBr. 

C,H,0,Br, (339,89). Ber. C 31,78, H 2,37, Br 47,03. 

Gef. C 31,47, H 2,36, Br 46,65. 
d,l-Dibrom-p-oxyphenyl-milchsaure kristallisiert in farblosen Platt- 
chen und lanzettformigen Kristalien (Abb. 3). In den Léslichkeits- und Salzbil- 
dungsverhaltnissen gleicht sie der oben beschriebenen (++ )-Dibrom-p-oxypheny]- 
milchsiure. Die Mischschmelzpunkte der synthetischen Séure mit den Saéuren aus ° 
Vers. I und II zeigten keine Depression. 

G) Darstellung von Dibrom-hydro-p-cumarsaure 

Hydro-p-cumarsaure: Halogenfreie p-Cumarsiure vom Schmp. 206° 
wurde nach Zincke und Leisse’® durch Kondensation von p-Oxybenzaldehyd 
mit Essigsiureanhydrid dargestellt. 10g p-Cumarsaure und 250—300g Na- 
triumamalgam wurden nach Hlasiewetz”’ in eine Steilbrustflasche in kleinen 
Stiicken unter Schiitteln hineingegeben und 4 Stdn. bei 80° im Wasserbad erwarmt. 
Beim Ansiuern mit Schwefelséure bis zur kongosauren Reaktion fiel Hydro-p- 
cumarsiure aus, der Rest wurde durch Extraktion mit Ather erhalten. 
Schmp. 125°. 

Dibrom-p-oxyphenylpropionsadure: 1,5 g Hydro-p-cumarsaure 
wurde in 25 cem.Eisessig suspendiert und portionsweise unter Kiihlen 2,9 g Brom 
in 50 ccm Eisessig dazugegeben. Von einer geringen Fallung wurde abfiltriert. 
Im Vakuum wurden Eisessig und Brom verjagt und der Riickstand mit soviel 
Natriumsulfit versetzt, bis eine Probe, sodaalkalisch gemacht, farblos blieb. Der 
gesamte Riickstand wurde in verd. Soda gelést und die Dibrom-p-oxyphenyl- 
propionsaiure, welche kristallin ausfiel, abfiltriert und aus sodaalkalischer Lésung 
mit Salzsiure mehrfach umkristallisiert (Abb.4). Ausb.: 1,2g¢ analysenreine 
Substanz Schmp. 106—108°. Der Stoff wurde bereits von Stéhr!* aus Hydro-p- 
cumarsiure und Bromwasser dargestellt. 

29,57 mg Sbst.: 36,08 mg CO,, 6,55mg H,O. — 53,3 mg Sbst.: 3,24 ccm 
n/10-AgBr. 

C,H.O3Br, (323,89). Ber. C 33,34, H 2,41, Br 49,35. 
Gef. C 33,30, H 2,48, Br 48,58. 


H) Darstellung von Dibrom-p-oxyphenylessigsaure 


p-Oxyphenylessigséure: Nach Mauthner! kann p-Oxyphenylbrenz- 
traubensaure in essigsaurer Lésung durch Wasserstoffsuperoxyd zv p-Oxypheny]- 
essigsiure oxydiert werden: 10 g p-Oxyphenylbrenztraubensaiure wurde in 50 cem 
10-proz. Natronlauge ge!ést und auf 5° abgekiihlt. Dann wurden langsam 20 ccm 
Eisessig unter Temperaturkontrolle hineingegeben. Nach 10 ccm Eisessig reagierte 
die Lésung sauer und der Rest Essigsiure konnte gleich auf cinmal zugefiigt werden. 
Bei -+- 5° wurden 25 ccm 10-proz. Wasserstoffsuperoxyd hineingegeben und das 
Ganze bei Zimmertemperatur im Dunkeln stehen gelassen. Zur Kontrolle kann mit 
Fehling-Reagens auf unzersetzte Ketosaure gepriift werden. Nach Beendigung der 
Reaktion wurde die Lésung mit Schwefelsiure angesiuert und die Lésung mit 
Ather erschépfend extrahiert. Ather und Essigsiure wurden im Vakuum verjagt, 
und die p-Oxyphenylessigsiure aus Wasser umkristallisiert. 50° Ausbeute. 
Schmp. 145°, 


6 Th. Zincke u. F. Leisse, Liebigs Ann. Chem. 322, 220 [1902]; vgl. dazu 
Beilsteins Hdb. d. Organ. Chemie Bd. 10, S. 297, I. Erg.-Werk, Bd. 10, S. 129. 

 H, Hlasiewetz, Liebigs Ann. Chem. 142, 353 [1867]. 

8 C. Stéhr, Liebigs Ann. Chem. 225, 57 [1884]. 

” F. Mauthner, Liebigs Ann. Chem. 370, 372 [1909]. 
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Dibrom-p-oxyphenylessigsiure: 1g p-Oxyphenylessigséure wurde in 
25 cem Eisessig gelést. Portionsweise wurden dann 2,2 g Brom (2 Mol.) in 50 ccm 
Eisessig dazugegeben. Die Bromfarbe verschwand sofort, und es muBte unter der 
Wasserleitung gekiihlt werden. Nach beendeter Reaktion wurden Eisessig und 
iiberschiissiges Brom im Vakuum verjagt, und zu dem weifen Rtickstand soviel 
Natriumsulfit zugegeben, bis in sodaalkalischer Reaktion keine Braunfarbung ein- 
trat. Der Riickstand — Dibrom-p-oxyphenylessigsiure — wurde mehrfach aus 
sodaalkalischer Lésung mit Salzsiiure schlieSlich aus Athanol umkristallisiert 
(Abb. 5). Ausb. 1,5 g (72% d. Th.). Schmp. 188—190°. 

Schwer léslich in kaltem und heifSen Wasser und in siedenden Toluol, gut 
in Methanol, Athanol, Butanol, Amylalkohol, Eisessig und Aceton. Léslich in 
Chloroform. Mit basischem Bleiacetat und Bleiacetat entsteht in waBriger Lésung 
eine Fallung. In verd. NH, gelést, fallt mit Silbernitrat ein Silbersalz. 

32,02 mg Sbst.: 36,28 mg CO,, 5,55 mg H,O. — 27,2mg Sbst.: 1,77 ccm 
n/10-AgBr. 

C,H,O;Br, (309 96). Ber. C 31,00, H1,95, Br 51,56. 

Gef. C 30,92, H 1,94, Br 52,02. 


Erérterung der Versuchsergebnisse 


Bei der Faulnis von 3.5-Dibrom-/-tyrosin durch B. Coli com. 
findet, wie die Versuchsergebnisse zeigen, der Abbau auf zwei Wegen 
statt. 

Einmal entstehen primar durch Deshalogenierung bromfreie 
Tyrosinabkémmlinge. Die Geschwindigkeit der Abspaltung von Brom aus 


Bromgorgosaure ist verhaltnismaBig klein, und die Brommenge, welche 
vermehrt durch Bakterientitigkeit abgespalten wird, ist nicht sehr groB. 
Immerhin wurden in 33 Wochen in den bakterienhaltigen Kultur- 
lésungen 14% Bromid gebildet, wihrend durch Spontan-Brom-Ab- 
spaltung nur 10% Bromid nachweisbar war. Ein EinfluB der Wasser- 
stoffionenkonzentration auf die Spontan-Halogenabspaltung, gepriift 
bei py 7,6 und fz 5,6 lieB sich nicht mit Sicherheit nachweisen. Uber 
die Art der Abspaltung ]aéBt sich vorerst nur sagen, daB der Spaltungs- 
mechanismus in Gegenwart der Bakterien ein anderer sein muB als der 
bei Spontanabspaltung von Brom. Nur in Gegenwart der Bakterien 
kam es zum Auftreten von Phenolen (bzw. #-substituierten Phenolen), 
welche, wie bekannt, positive Reaktionen nach Millon und Gerngro8 
geben, was die am Ring substituierten Phenole nicht tun. 

Anscheinend sind sowohl Chlorid als auch Bromid von untergeord- 
neter Wichtigkeit fiir die Lebenstitigkeit des B. Coli, da auch in halogen- 
freier Nahrlésung, welche tyrosinhaltig war, B. Coli normales Wachstum 
zeigte. 

In den Faulnisversuchen mit Dibromtyrosin war B. Coli auch nach 
33 Wochen noch voll lebensfihig, und es mu daher angenommen werden, 
daB Zersetzungsprodukte, welche zur Schaidigung der Kulturen oder zu 
deren Absterben fiihren, nicht gebildet werden. 

Zum anderen konnte gezeigt werden, da8 3,5-Dibrom-/-tyrosin in 
den Abbauversuchen in erheblichem Ma8e desamidiert wird, und zwar 
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wurden durchschnittlich 40% des verwendeten Dibromtyrosins durch 
NH,-Abspaltung in atherlésliche, bromhaltige, stickstoffreie Substanzen 
iibergefiihrt. Es gelang, 10% des abgebauten Dibromtyrosins als 
(+)-Dibrom-p-oxyphenylmilchsaure zu isolieren, welche mit der syn- 
thetisch dargestellten d,/-Dibrom-p-oxyphenylmilchsiure verglichen 
wurde. 

Die im Fiaulnisversuch gebildete Dibrom-p-oxyphenylmilchsiure 
war rechtsdrehend. Dieser Befund steht im Einklang mit Ergebnissen, 
die beim Abbau von halogenfreiem Tyrosin erhalten wurden. Ehrlich - 
und Jacobsen” stellten fest, daB der Schimmelpilz Oidium lactis, 
Tyrosin zu (+)--Oxyphenylmilchsiure abbaut. Sasaki™ erhielt bei 
der Zersetzung von (J)- und (d,/)-Tyrosin mit B. Coli und B. Proteus 
(+-)-p-Oxyphenylmilchsiure, wihrend B. Subtilis stets die linksdrehende 
Form bildete. 


Zusammenfassung 


. Beim bakteriellen Abbau von 3.5-Dibrom-/-tyrosin wird ein Teil 
des organisch gebundenen Broms durch Bakterientitigkeit ab- 
gespalten. 

. Ein EinfluB der gebildeten Zersetzungsprodukte auf das Bakterien- 
wachstum konnte nicht festgestellt werden. 

. 40% des verwendeten Dibromtyrosins wurden durch NH;-Ab- 
spaltung abgebaut. Als Abbauprodukt konnte (-+-)-Dibrom-4- 
oxyphenylmilchsaure isoliert und mit synthetisierter Dibrom-#- 
oxyphenylmilchsaure identifiziert werden. 

. Dibrom-p-oxyphenylessigsiure, Dibrom-f-oxyphenylpropionsaure 
und Dibrom-f-oxyphenylmilchsiure wurden dargestellt. 

Wir sind Hrn. Dr. Neumann (Chem.-Analyt. Abt. in der Fa. Sartorius, 

portage die Anfertigung der zahlreichen Analysen (C, H u. N nach Dumas) 
sehr dankbar. 


Der Fa. Hoffmann-La Roche A.G. haben wir fiir wertvolle Priparate 
(Iyrosin, Dibromtyrosin und Tyramin) zu danken. 


20 F. Ehrlich u. K. A. Jacobson, Ber. dtsch. Chem. Ges. 44, 888 [1911]. 

2 T. Sasaki, J. biol. Chemistry 82, 527 [1917]; Acta Scholae med. Univ. 
imp. Kioto 1, 103 [1916], zit. Handb. d. Physiologie von Bethe u. Bergmann, 
Springer 1928. 
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Zur Milchséurebestimmung 
Von 
H, Wohnlich 
Aus der Dermatologischen Klinik der Universitat Miinchen. Komm, Leiter: Dozent Dr. Hicker 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. September 1949) 


Die Milchsiurebestimmungsmethoden beschrinken sich im wesent- 
lichen auf zwei Verfahren, wobei im einen Falle die Milchsaéure durch 
Oxydation in Acetaldehyd verwandelt und als-solcher in der Bisulfit- 
vorlage abgefangen und jodometrisch nachgewiesen wird, im andern aus 
Milchséure durch konzentrierte Schwefelsiure CO, abgespalten und der 
entstandene Aldehyd in Form eines Farbstoffes; der durch Kondensation 
mit einem Phenol geliefert wird, photometrisch bestimmt werden kann, 
Wihrend bei der ersteren Methode infolge Weiteroxydation. des Acetal- 
dehyds zu Essigsiure haufig zu geringe Werte gefunden werden, besteht 
bei letzterer die Gefahr zu hoher Werte infolge Mitbestimmung un- 
bekannter Substanzen. Mit Paraoxydiphenyl erhielt Eegriwe einen 
rotlich violetten Farbstoff. Phenylcarbiminsaures Athyl ergibt, wie wir 
fanden, ebenfalls eine schwach rétlich violette Farbe nach Oxydation 
der Milchsaiure mit Schwefelsiure, die sich beim Erhitzen verstirkt. Den 
qualitativen Milchséiurenachweis nach Uffelmann quantitativ aus- 
zuarbeiten, haben wir versucht; es lassen sich wohl gréBere Mengen 
Milchsaure noch nachweisen, doch versagt die Methode fiir Mikrobestim- 
mungen, abgesehen davon, daf sie verhaltnismaBig umstindlich ist. 

Bei der Analyse von wiBrigen am Lebenden gewonnenen Haut- 
extrakten ergab sich bei der Priifung auf Kohlenhydrate mit Hilfe der 
Molisch-Probe unterhalb des violetten Ringes noch ein gelbgriiner 
Ring (mit dem Schwerpunkt im Gelben), der, wie Nachpriifungen mit 
reiner Milchsiure ergeben haben, dieser zugeschrieben werden muB8. 
Unter dem Milchsaurering war der im Farbton ganz anders geartete 
blaugriine (smaragdgriine) Ring der Glucuronsiure sichtbar. Der gelb- 
griine Ring, der sich auch in geringsten Konzentrationen immer. wieder 
reproduzieren lieB, hat gegeniiber den andern Milchsiurefarbreaktionen, 
die im allgemeinen wie die Kohlenhydratreaktion nach Molisch violettrot 
sind, den Vorteil einer qualitativen Unterscheidungsméglichkeit von 
Kohlenhydraten, Milchsaéure und Glucuronsiure mit Hilfe einer einzigen 
Reaktion: leem einer Testlosung in einem Reagensglas wird mit 1—2 
Tropfen einer 10-proz. Lésung von reinem «-Naphthol in reinem Alkohol 
versetzt, gemischt und mit 2 ccm konzentrierter (am besten nach Mendel- 
Goldscheider zur Milchsiiurebestimmung) Schwefelsiure unterschichtet; 
an der Beriihrungsstelle entsteht ein rotvioletter Ring bzw. gelbgriiner 
bei Anwesenheit von Milchsiiure bzw. noch ein smaragdgriiner bei An- 
wesenheit von Glucuronsiure. Man kann also mit Hilfe einer einzigen 
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héchst einfachen chemischen Reaktion 3 kohlenhydratihnliche Stoffe 
gleichzeitig nebeneinander nachweisen. Der Vorteil der Methode kommt 
ganz besonders zur Geltung bei rasch durchzufiihrenden quantitativen 
Schiitzungen des Verhaltnisses der 3 genannten Substanzen in Organ- 
extrakten, beispielsweise bei unseren Untersuchungen von in vivo ge- 
wonnenen Hautextrakten. Ihr Verhiltnis gibt gleichzeitig AufschluB 
iiber die jeweilige momentane Stoffwechsellage der einzelnen Organe, 
zumal da die genannten Substanzen im intermediiren Stoffwechsel 
innig zusammenhangen. Wir haben deshalb die Methode auch zur. 
quantitativen Bestimmung der Milchsiure ausgearbeitet. Man braucht 
nur die einzelnen Farbringe, gleichgiiltig ob in einem oder mehreren 
Farbténen vertreten, durcheinander zu schiitteln und sie dann stufen- 
photometrisch nachzuweisen. 


Im einzelnen gingen wir dabei folgendermaBen vor: Es wurden Verdiinnungen 
in verschiedenen Konzentrationsbereichen hergestellt und diese mit den beschrie- 
benen Reagenzien versetzt, gewartet, bis der typische Farbring sich in voller 
Intensitét ausgebildet hatte, durchgeschiittelt und schlieBlich gegen eine gleich- 
zsitig hergestellte Vergleichslésung, welche statt der Milchséurelésung lediglich 
Aq. dest. enthielt, photometriert. Der Héhepunkt der Farbintensitit war praktisch 
spitestens nach 5 Min. erreicht, die Farbtiefe blieb von da ab mehrere Stunden 
konstant, dagegen nahm die Triibung der Lésungen, die durch das alkoholische 
«-Naphthol bedingt ist, mit der.Zeit zu. Aus diesem Grunde ist es wichtig, daB 
zu messende Lésung und Vergleichslésung gleichzeitig hergestellt werden. Die 
Vergleichslésung ergibt nach H,SO,-Zusatz eine schwache Griinfirbung, die aber 
nach 5 Min. in einen ganz schwachen violettroten Farbton iibergeht, der bei dem 
gewihlten Violettfilter des Photometers gar nicht unerwiinscht ist. —- Der erste 
Konzentrationsbereich umspannt die Werte von 10—500 mg%, der zweite von 
1—10 mg%, der dritte von 5 y—1l00 y %. Im Bereich 10—500 mg% wurde die 
Kiivettenschichtdicke 1,99 cm mit dem Violettfilter S43 verwendet, ebenso im 
Bereich von 1—10 mg, jedoch waren hier die Extinktionswerte sehr klein, so dab 
die gegen 1 mg zu gelegenen Werte schon in die Fehlergrenze der Methode (groBe 
Kiivetten) fallen. Umzekehrt ist die Extinktion bei den Kleinkiivetten (5 cm 
Schichtdicke) in diesem Konzentrationsbereich wieder zu stark, um Unterschiede 
noch klar auseinander halten zu kénnen. Wir erhitzten daher die Lésungen 10 Min. 
im gleichmiBig siedenden Wasserbad (gleichlanges Erhitzen iiber der Flamme 
erwies sich als unbrauchbar wegen Verwischung von Farbintensitatsunterschieden 
offenbar wegen der bei zu hoher Temperatur einsetzenden Zersetzung des a- 
Naphthols) und lieBen auf Zimmertemperatur abkihlen; dadurch konnte eine 
Erhéhung der Farbintensitaét erzielt und so noch mit der Schichtdicke 1,99 cm 
der Makrokiivetten gearbeitet werden. Selbstverstindlich kénnte auch die Schicht- 
dicke von 3 cm der Makrokiivetten verwendet werden bei allerdings viel gréBerem 
Materialverbrauch. Bei ganz niedrigen Konzentrationen in der GréSenordnung 
von y wurde in der Regel nicht im Wasserbad erhitzt, sondern gleich in Klein- 
kiivetten von 5 cm Schichtdicke photometriert (Filter ebenfalls S 43 des ZeiBschen 
Pulfrich-Photometers). Die Eichkurven (s. Abb. 1, 2, 3) verlaufen fiir jeweils be- 
stimmte Konzentrationsbereiche geradlinig, es ist also die Extinktion der Kon- 
zentration proportional. Man kann demnach mit vorliegender Methode noch Werte 
bis zu 10 y°%% bequem nachweisen oder 0,2 y im Absolutwert im einzelnen Ansatz 
bei Verwendung von 2 ccm Substanz. Der Fehler der Methode betragt: mit dem 
Makrokiivetten 1—2%, bei den Kleinkiivetten bis 10%. Da8 bei gleichmaBigem 
Erhitzen der Farblésungen mittlerer Konzentration die Farbintensitaét zunimmt 
reser a ea der Proportionalitaét zwischen Extinktion und Konzentration, 
zeigt Tab. 1. 
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Abb. 1. Eichkurve fir Milchsaure; Abb. 2. Eichkurve fiir Milchsaure; 


d = 1,99; Filter: S 43. Ohne Erhitzen. d = 1,99; Filter S 43. Nach 10 Min. 
{langem Kochen im Wasserbad. 
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Abb. 3. Eichkurve fiir Milchséure. Ohne Erhitzen! 
d (Kleinkivette) = 5 cm Filter S. 43. 


Tab. 1. 





c E vor dem Erhitzen |E nachdem Erhitzen 


0,1% 0,07 0,63 
0,2°%, 0,19 1,18 








Wir versuchten nun auBerdem die Molisch-Probe zur quantitativen 
Glucosebestimmung auszubauen. Es erwies sich auch hier die Extinktion 
proportional der Konzentration (s. Abb. 4 u. 5). Im Gegensatz zur 
Milchsaure, die sich bis zu ly und sogar noch niedrigeren Werten bequem 
nachweisen laBt, war die untere Grenze fiir die Glucose (mit Filter L, 37) 
bei 0,1 mg%. Versuche zur Erhéhung der Farbintensitét durch Kochen 
der Lésungen im Wasserbad blieben ab 0,05 mg%%, insofern ergebnislos, 
als sich der Farbton zwar vertiefte, aber keine Unterschiede mehr 
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Abb. 4. Glucosenachweis 
nach Molisch, 
d = 1,99; Filter L, 37. 
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Abb. 5. Eichkurve fiir Glucose. 
Kleinkiivetten 5 cm; Filter L, 37; 
ohne Erhitzen. 


gegeniiber héheren oder niedrigeren Nachbarkonzentrationen erkennen 
lie8. Auch ohne Erhitzen unterscheiden sich die E-Werte von 0,1 bis 
0,05 mg nicht mehr voneinander. Es ergaben sich in diesem Falle 
folgende Mittelwerte: 


Tab. 2. 





Mit Erhitzen 
mg% 


Ohne Erhitzen 
mg | E 





0,5 | 2,4 
0,1 0,85 
0,05 0,90 

Auch bei den Milchsiurebestimmungen wurde bei den y-Konzen- 
trationen durch Kochen ein gesetzmaBiger Zusammenhang zwischen 
Konzentration und Extinktion nicht mehr gefunden. 

Die Abbauprodukte der Milchsiure wie Essigsiure, Oxalsiure 
unterscheiden sich vom Leerversuch in keiner Weise, nach Erhitzen 
resultiert ein gelbroter Farbton wie beim Leerversuch. Ameisensiure, 
ebenfalls ein Oxydationsprodukt der Milchsaure, ergibt mit der Molisch- 
Probe einen schwach gefirbten dunkelgriinen Ring, der sich nach Durch- 
schiitteln und Kochen in seiner Intensitét wesentlich verstirken laBt. 
Auf diese Weise sind also auch die der Milchsiiure verwandten Saiuren 
ohne weiteres leicht von diesen abzugrenzen. 

Zusammenfassend stellt vorliegende Methode einen sehr empfind- 
lichen Nachweis fiir Milchsiure dar (Mikromethode), die auBer der Ein- 
fachheit und Schnelligkeit der Handhabung den Vorteil der Spezifitit 
durch die leichte Unterscheidbarkeit von der Komplementirfarbe des 
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Rotviolett eventuell gleichzeitig vorhandener Glucose in der zu unter. 
suchenden Lésung bietet. Es ist ohne weiteres einzusehen, daB dank der 
Gegenfarben Gelbgriin und Rotviolett bei Anwesenheit von Milchsiure 
und Glucose in der Lésung diese nach Durchmischung ihrer Farbringe 
in ihren Einzelkonzentrationen stufenphotometrisch bestimmt werden 
kénnen und so jederzeit das Mischungsverhiltnis der beiden Kompo- 
nenten angegeben werden kann. Die Einzelheiten der fiir diesen Zweck 
ausgearbeiteten Methode kénnen in der Anleitung zum Gebrauch des 
Pulfrich-Photometers v. ZeiB, Abschnitt X nachgelesen werden. Fiir 
den quantitativen Nachweis der Glucuronsiure konnte leider keine Eich. 
kurve aufgestellt werden, da diese Siure z. Zt. in Deutschland nicht 
aufzutreiben ist. Ihre Trennung von den beiden andern Kohlenhydrat- 
fraktionen kénnte méglicherweise chromatographisch geschehen. 
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Tryptophanbestimmung in biologischem Material 
Von 


Bernhard Zorn 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Friedrich-Schiller-Universitaét Jena 
(Der Schriftieitung zugegangen am 9. September 1949) 

Vor langerer Zeit haben wir das EiweiB der Schuppenkrusten bei 
Psoriasis einer Hydrolyse unterworfen und dabei 9 verschiedene Amino- 
siuren mengenmaBig bestimmt}. Von einer weiteren Aminosiure, dem 
Glykokoll, haben wir festgestellt, daB sie in den Krusten nicht nach- 
zuweisen ist. Inzwischen ist die Analyse durch die Isolierung der ba- 
sischen Aminosiuren Histidin, Arginin und Lysin erweitert worden?. 
Jetzt wurde diesen Untersuchungen eine mengenmaBige Bestimmung 
des Tryptophans angefiigt. 

Quantitative Tryptophanbestimmungen in eiweiShaltigem Material leiden 
unter der Schwierigkeit, daB diese Aminosiure bei der tiblichen Saéiurehydrolyse 
schnell zerstért wird. Trypsin oder Pankreatin, welche ein schonendes fermen- 
tatives Herauslésen des Tryptophans gestattet haitten, standen uns nicht zur Ver- 
figung. Uberdies wird bezweifelt, da® sie eine quantitative Ausbeute gewahr- 
leisten, falls man nicht Erepsin hinzufiigt®. Infolgedessen haben wir uns der Alkali- 
hydrolyse mittels 20-proz. Kalilauge bedient und die Mengenbestimmung des 
Tryptophans auf Grund der Adamkiewicz-Hopkinsschen Reaktion stufen- 
photometrisch vorgenommen. Wir hielten uns im wesentlichen an die von Wink- 
ler* ausgearbeiteten Vorschriften, so daB eine Wiedergabe der Methodik unnétig 
ist. Es miissen aber einige Besonderheiten erwihnt werden. your 

Zunachst ergab sich, daB die Schuppenkrusten, obwohl sie zu fein- 
stem Staub zermahlen worden waren, von der zugefiigten Lauge nur 
ungeniigend benetzt wurden und nicht quollen, geschweige denn sich 
auflésten. Infolgedessen wurde das Pulver vor der Verarbeitung stets 
24 Stdn. mittels Athers extrahiert. Als Ausgangsmenge wurden jeweils 
500 mg lufttrockenes Schuppenkrustenpulver abgewogen, dessen Wasser- 
gehalt zu 9,1% bestimmt worden war. Dann wurde die Atherextraktion 
vorgenommen und nach Absaugung des Athers 20 ccm 20-proz. Kali- 
lauge zugefiigt. Das Gemisch wurde 2—3 Stdn. bei 40° der Hydrolyse 





1 EK. Abderhalden u. B. Zorn, diese Z. 120, 214 [1922]. 

2 B. Zorn, Z. ges. inn. Med. 1949, 486. 

3 0. Firth u. Fr. Lieben, Biochem. Z. 109, 153, insbes. 164 [1920]. 

4 8. Winkler, diese Z. 228, 50 [1934]. — Ferner K. Felix, L. Baumer 
u. E. Schérner, ebenda 243, 52 [1936]; vgl. auch K. Hinsberg u. K. Lang, 
Medizinische Chemie, S. 323. Urban & Schwarzenberg, Berlin-Wien 1938. 
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iiberlassen. Darauf wurde der ungelést geblizbene Niederschlag abzentri- 
fugiert, die iiberstehende Hydrolysenfliissigkeit quantitativ in einen MeB- 
kolben von 30 ccm iibergefiihrt, der Niederschlag mit Wasser auf- 
geschwemmt, erneut zentrifugiert und auf diese Weise mehrmals griind- 
lich gewaschen. Die Untersuchungsfliissigkeit wurde samt Waschwassern 
bis zur Marke 30 aufgefiillt; demnach enthielt jeder com den Extrakt 
aus 16,67 mg Schuppenkrusten. Zur Untersuchung wurden jedesmal 
2 ccm — entspr. 33,34 mg Substanz — verwendet, denen gemaB der 
Vorschrift 0,2 ccm frisch bereitete Glyoxylsiurelésung, ferner 0,3 ccm 
m/100-Kupfersulfat und 0,5 ccm aqua dest. zugefiigt wurden. Die Proben 
kamen sofort in eine Gefriermischung aus Eis und Kochsalz, und erst 
nach starker Abkiihlung wurden 5 ccm konz. Schwefelsiure, die auf 
—10 bis —12° abgekiihlt worden waren, tropfenweise und auBerst lang- 
sam ohne Schiitteln zugegeben. An der Phasengrenze bildete sich ein 
schmaler gelblichbrauner Ring, der entweder sofort in Violett tiberging 
oder einige Stunden unverandert bestehen blieb. Die Proben wurden 
nach dem Zusatz der Schwefelsiure vorsichtig aus der Eismischung her- 
ausgenommen und bei Zimmertemperatur 3—4 Stdn. stehen gelassen, 
sodann 5-Min. in ein kochendes Wasserbad gestellt. Dabei entwickelte 
sich die fiir die Photometrie erforderliche rotviolette Verfairbung der 
Gesamtprobe. 


Es ist unbedingt nétig, bei dem Schwefelsiurezusatz jede Be- 
schleunigung zu vermeiden und die Tropfen aus der Pipette langsam 
am Innenrande des Reagensglases herabflieBen zu lassen, weil 
sonst die Temperatur des Gemisches sich sofort erhéht und dadurch 
eine Zerstérung des Tryptophans oder sogar eine Verkohlung bewirkt 
wird5, In solchem Fall bildet sich schon bei + 15° am oberen Rande 
der Schwefelsiure ein breiter gelblichbrauner Ring, der bei dem 
spiteren Erhitzen im Wasserbad zu einer gelbbraunen Verfarbung der 
ganzen Probe fiihrt und sie unbrauchbar macht. Genau so unangenehm 
wirkt sich das Umschiitteln der Probe nach dem Schwefelsdurezusatz 
aus; es tritt starke Erwirmung mit sofortiger Braunfairbung auf, die 
entweder unverandert bestehen bleibt oder spiter in einen braunvioletten 
Farbton iibergeht, auf jeden Fall aber eine Auswertung unméglich macht. 
In diesem Punkte weichen unsere Erfahrungen von den Angaben ab, 
die Winkler‘ auf S. 59 seiner Arbeit niedergelegt hat. Aber selbst bei 
Befolgung aller VorsichtsmaBnahmen kommt es immer wieder vor, daB 
einmal eine Probe ohne ersichtlichen Grund braun oder violettbraun 
wird. Bemerkenswerterweise trat dies vorwiegend bei Verwendung 
reinen Tryptophans ein, also bei Aufstellung der Eichkurve, viel seltener 
bei den eigentlichen Untersuchungsproben. 

Die Eichkurve wurde zur Erzielung gréBerer Genauigkeit aus 3 ver- 
schiedenen Standardlésungen ermittelt, indem 20, 30 und 40 mg reines 


5 EK. Abderhalden, Physiologisches Praktikum, Teil I, 8. Aufl., S.47. Verlag 
Dr. Dietrich Steinkopff, Frankfurt a. M. 1948. 
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Tryptophan in je 100 ccm aqua dest. aufgelést und von jeder dieser 
Lésungen je 1, 1%, 2 und 2% ccm benutzt wurden. 

Zum Photometrieren im Pulfrichschen Stufenphotometer wurde 
das Filter S 53 benutzt. Die erhaltenen Werte lagen zwischen D = 5,8 
(entsprechend einer Extinktion von E3* = 1,237) und D = 5,3 (ent- 
sprechend einer solchen von E?* = 1,276). Fiir diese Extinktionen 
wurde aus der Eichkurve ein Tryptophangehalt von 0,445 bis 0,470 mg 
fir je 33,34 mg Schuppenkrustenpulver abgelesen. Dies ergibt einen 
Tryptophangehalt von 6,67 bis 7,05 mg in 500 mg Ausgangsmaterial 
(Durchschnittswert 6,79 mg). Hieraus errechnet sich ein Tryptophan- 
gehalt von 1,36% in den wasserhaltigen, lufttrockenen Schuppenkrusten 
und von 1,5% in den wasserfreien Schuppenkrusten des Psoriatikers. 
Die kleinen Unterschiede in den Photcmeterwerten erkliren sich zwang- 
los aus der Tatsache, daB das Untersuchungsmaterial nicht homogen war. 

Eine Beobachtung, die wir in der Literatur vermissen, soll hier wenigstens 
kurz vermerkt werden. Da das Hydrolysat eine alkalische Eiweif- bzw. Foly- 
peptidlésung darstellt, so tritt beim Hinzufiigen der Kupfersulfatlésung die Biuret- 
reaktion ein. Diese rétlichblaue Farbunz stért aber nicht, da sie beim Zusatz der 
Schwefelséure restlos verschwindet. An ihrer Stelle tritt die rétlichviolette Farbe 
des Tryptophanringes auf. - 

Wir konnten ferner beobachten, daB regelm&Big diejenigen Proben miB- 
langen, bei denen nach Zugabe der Schwefelsdure eine spontane Erhitzung bis 40° 
(nicht héher!) eintrat. Andererseits entwickelten Proben, deren Phasen (Schwefel- 
siure-Lauge) sich selbst nach 3 bis 4 Stdn. noch nicht vermischt hatten und die 
sich deshalb im Wasserbad bei 100° unter heftigster Reaktion erhitzten, den reinen 
violetten Farbton des Tryptophans. Diese Beobachtungen sprechen gegen eine Ver- 
kohlung der Substanz; jedenfalls kann die Temperatur nicht den allein ausschlag- 
gebenden Faktor fiir das Auftreten der Braunfirbung bilden, vielleicht wird der 
violette Farbstoff durch die Oxydationswirkung der SO,-Anionen zerstért (Wink- 
ler’, 8. 55). Méglicherweise sind verschiedene Oxydationsstufen des Tryptophans 
beteiligt, wie ja auch rote und gelbe Halogenkérper bei Zusatz von Brom- bzw. 
Chlorwasser entstehen ®. 

Um das optimale Stadium der Alkalihydrolyse festzustellen, wurde 
deren Dauer abgestuft. Bei 14-stdg. Alkalieinwirkung wurden beispiels- 
weise nur 0,266 bis 0,277 mg Tryptophan auf 33,34 mg Substanz er- 
halten, was einem Tryptophangehalt der Krusten von nur 0,80 bis 
0,85% entsprechen wiirde. Erhéhung der Temperatur wahrend der 
Hydrolyse hatte keinen Einflu8 auf das Ergebnis; andererseits war auch 
keine EinbuBe an Tryptophan zu beklagen, wenn die Hydrolyse bei 
K6rperwirme bis zu 12 Stdn. ausgedehnt wurde. Diese Beobachtung 
deckt sich itbrigens mit den Feststellungen von Fiirth und Lieben’. 
Die gréBte Ausbeute erzielten wir durch 2—3-stdg. Einwirkung des 
Alkalis bei 40°. Daher glauben wir, da8 der erhaltene Wert von 1,36 
bzw. 1,5% eine zutreffende Vorstellung von der in dem Untersuchungs- 
material vorhandenen Tryptophanmenge ergibt. 


®° C.Neuberg u. N. Popowsky, Biochem. Z. 2, 357, 369ff. [1907]. 
7 0. Firth u. Fr. Lieben, Biochem. Z. 109, 124, 137 [1920]. 
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Zur Bestimmung des Kaliums’im Blutserum 
Von 
Hans-Wolfgang Spier 


Aus der Univ.-Hautklinik und -poliklinik Hamburg 
(Direktor: Prof. Dr. Alfred Marchionini) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. September 1949) 


Das Kalium-Ion hat infolge seiner geringen Hydratationshiille 
ein besonders hohes Membran-Permeierungsvermégen, das z. B. bei der 
nervésen Reizleitung, bei der Muskelkontraktur gerade in letzter Zeit 
eingehender studiert wurde. Neben dieser vorerst mehr physiologisch 
interessanten Rolle des Kaliums wird seit einigen Jahren ein Zusammen- 
hang eines erhéhten Kalium-Blutspiegels mit einer vagotonen Reaktions- 
lage vermutet, oder, allgemeiner ausgedriickt, Verschiebungenim Kalium- 
Calcium- Quotienten scheinen ein Symptom vegetativer Stérungen bzw. 
Rhythmen zu sein!, wobei iiber die Richtung eines etwaigen Kausal- 
zusammenhanges bzw. iiber die Art der Koordination bindende Vor- 
stellungen heute noch nicht méglich sind. 

Zur Heranziehung dieses Quotienten ist neben B:ricksichtigung 
des Ionen-Austausches zwisch:n Erythrozyten und S_rum eine még- 
lichst einwandfreie, quantitative Bestimmung der Serum-Konzentra- 
tionen Vorbedingung. Wiahrend beim Gesamt-Calcium die iibliche Be- 
stimmung als Oxalat den klinischen Bediirfnissen geniigt, deutet schon 
die Vielzah] der Kalium-Bestimmungsmethoden und die als physio- 
logisch angzschene Schwankungsbreite des K-Szerumspiegils (12—23 
mg%) eine analytische Unsicherheit an. 

Es sollen hier lediglich die, zum mindesten in Deutschland, wohl 

-allgemein angewandten Kobaltinitrit-Fallungsmethoden erértert wer- 
den 8, 

Die iibliche Methode nach Kramer-Tisdall (K.-T.) kann als be- 
kannt vorausgesetzt werden*. Jeder einzelne Vorgang bei der Be- 
stimmung iiber Kobaltinitrit birgt Fehlerquellen in sich, die zwar, 
gleichmaBige Labortechnik vorausgesetzt, eine relativ richtige Er- 
fassung von Konzentrationsschwankungen nicht unmdéglich machen, die 
aber trotz Verwendung empirischer Faktoren die Gewinnung absoluter, 
zuverlassiger Werte fraglich erscheinen lassen. 

Jede Kobaltinitrit-Methode zerfallt sinngemiB in die Abschnitte: 
Fallung — Auswaschung — Endbestimmung — Berechnung. 

1. Fallung. Die schwer léslichen Kaliumverbindungen des Kobal- 
tinitrites stellen nur unter giinstigen Umstianden stéchiometrisch ein- 
fach zu definierende Doppelkomplexsalze dar: Das Trikalium-kobalti- 


1H. Jesserer, Dtsch. med. Wschr. 1942 I, 479. 

2 Uberblick bei R. Fresenius u. G. Jander, Hdbch. d. Analyt. Chemie III, 
Ia [1940]. 

3 Andere Methoden s. K. Hinsberg u. R. Lang, Medizin. Chemie, Berlin 
1938. 

4 L. Hallmann, Klin. Chemie u. Mikroskopie, 5. Aufl., Stuttgart 1947. 
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nitrit (I) K,Co (NO,),* scheidet wegen seiner bei Raumtemperatur 
um ca. 1 Zehnerpotenz gréBeren Léslichkeit sowie wegen des im bio- 
logischen Milieu immer gegebenen Natrium-Uberschusses aus dieser 
Betrachtung aus. Das Dikalium-Mononatrium-Salz (II) K,Na Co 
(NO,), sowie eine aequimolekulare Mischung des Trinatrium- und Tri- 
kalium-Salzes (III) (betr. Struktur von III s. u.) sind dagegen in reiner 
oder Mischform als Niederschlagsbildner bei den iiblichen Methoden 
von alleiniger Bedeutung. Das Monokalium-Dinatrium-Salz KNa,Co 
(NO,), (IV), das einen besonders giinstigen Titrationsfaktor ergeben 
wiirde, scheint bislang nicht bekannt zu sein (s. unten). Bei den zahl- 
reichen Modifikationen der Kobaltmethoden besteht der Niederschlag 
(Nd) meist aus einer nicht von vornherein tibersehbaren Mischung von 
II und III, wobei ein groBer Natrium-Uberschu8 der Bildung von III 
offensichtlich férderlich ist. Versuche, durch Alkoholzusatz zu exakt 
definierbaren Verbindungen zu gelangen (z. B. Bowser?) haben zu 
keiner wesentlichen Verbesserung gefiihrt. 

Die neutrale Reaktion des Fillungs-Reagenzes nach K.T. ge- 
wihrt den groBen Vorteil der direkten Kaliumfallbarkeit ohne zeit- 
raubende und oft genug Fehler bedingende Veraschung. Aber abge- 
sehen von der Uneinheitlichkeit des Nd. ist nur bei Verwendung wasser- 
klaren bzw. lediglich kolloidgetriibten Serums die Miterfassung organi- 
scher Substanzen vermeidbar, ein Fehler, der auch durch haufiges 
Zentrifugieren mit und ohne Aufwirbeln des Nd. ggf. nicht ausgeschaltet 
werden kann. Es ist zu betonen, da8 an sich auch sehr geringe Kalium- 
mengen (z. B. unter 0,02 mg) wohl bei jeder angegebenen Methode er- 
faBbar sind, da bei dem iiblicherweise angewandten groBen UberschuB 
an Reagens die Léslichkeit der betreffenden Kaliumsalze stark herab- 
gedriickt wird. 

2. Auswaschung. Beim Waschen mit Wasser diirfte es recht 
schwierig sein, den Fehler, der durch die relativ hohe Eigenléslichkeit 
des Nd. (ca. 1: 12000) bedingt ist, durch das Verbleibenlassen eines 
gewissen Restes des Lésungsmittels genau zu kompensieren: 2 x 2 com 
Endwaschwasser (bei dem also die Herabsetzung der Léslichkeit auf 
Grund des als konstant anzusehenden Léslichkeitsproduktes keine 
wesentliche Rolle mehr zu spielen vermag) kénnen bei einem frischen, 
feinstkristallinischen, gut aufgewirbelten Nd. maximal ca. 0,3 mg = 
20% des gesamten Nd. bei der Bestimmung in 1 ccm Serum in Lé- 
sung bringen. Andererseits bedingt ein zuriickbleibender Tropfen des 
1:100 verdiinnten Reagens wegen des hohen Nitritgehaltes einen 
Mehrverbrauch von 0,5 ccm 1/100-Cerisulfat bzw. Permanganat®. 
DaB in der Praxis iiberhaupt ein empirischer Faktor eingefiihrt werden 
konnt, ist in der relativ geringen Lésungsgeschwindigkeit des schnell 
kristallin werdenden Nd. mitbegriindet. 


* Der Kristallwassergehalt spielt nur bei gravimetrischen Analysen eine Rolle. 
5 Vgl. hierzu: A. Kawe,.Z. analyt. Chem. 115, 385 [1938]; Dtsch. med. 
Wschr. 1946, H. 25/28, 266; E. Kirberger, Arztl. Forschg. 3, 15 [1949]. 
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Merkwiirdigerweise ist auf die in der analytischen Literatur haufiger 
angegebene Moglichkeit, den Nd. mit Alkohol auszuwaschen?, hier 
bisher nicht zuriickgegriffen worden. Bei der Bestindigkeit des Nd. 
gegen Alkohol selbst bei 100° bestehen keine Bedenken, von der Léslich- 
keitsherabsetzung auf ca. 1/100 durch héherprozentigen Alkohol Ge- 
brauch zu machen. 

Die auch von Lang* empfohlene Anwendung des von Burgess und Kamm® 
erstmals dargestellten Kalium-Silberkobaltinitrites, wie sie z.B. Breh und 
Gaebler? angeben, erscheint vorteilhaft infolge der betrachtlich schwereren Lés- 
lichkeit dieses Komplexsalzes (etwa 1 : 60000). Andererseits hat diese Methode 
auch Nachteile: Ausschaltung von Chlorid-Ion ist erforderlich. Wahrend nun z.B. 
im Trichloressigsaure-Filtrat das Kalium sich quantitativ wiederfindet, bestehen 
erhebliche Bedenken in dieser Hinsicht bei gleichzeitiger Mitfallung von Ag Cl, 
dessen Neigung, Ionen zu resorbieren, bekannt ist. Nimmt man ferner einen zu 
groBen UberschuB von Silbernitrat, so besteht die Gefahr der Bildung von Silber- 
nitrit-Nadeln, die sich nur schwer quantitativ entfernen lassen. Die Lésung des 
Nd. zwecks Titration ist zwar méglich, aber immerhin doch erschwert. Eine stdchio- 
matrisch einfach zu definierende Doppelsalzbildung liegt offenbar auch bei dieser 
Methode nicht vor. Truszkowski und Zwemer‘® beriicksichtigen die nicht ganz 
auBer acht zu lassende Eigen!éslichkeit des Nd. durch einen Korrekturfaktor. 

3. Endbestimmung. Die titrimetrische Bestimmung der Nitrit- 
gruppen und damit die Berechnung des Kaliums — konstant reprodu- 
zierbarer Nd. ‘vorausgesetzt — diirfte bei der oxydimetrischen Bestim- 
mung mittels Kaliumpermanganats oder — nach Rappaport® — mit 
Cerisulfat, auf keine grundsatzlichen Schwierigkeiten stoBen, so daB 
kolorimetrische Farbreaktionen mit ihren zusiitzlichen Fehlerquellen 
sich i. a. eriibrigen diirften. 

Man kann kolorimetrisch entweder die Nitritgruppen mittels der auBerordent- 
lich farbintensiven Diazotierung quantitativ erfassen, oder das Kobaltatcm in 
geeigneter Form auf demselben Wege bestimmen, wobei aber wegen der Nicht- 
ausnutzung der 6 Nitritgruppen, die auf ein Kobaltatom entfallen, mit einer ge- 


wissen Vergréberung der Resultate gerechnet weiden muB, 

Die Titration einer intermediir mittels Zersetzung des Nd. durch 
konz. Schwefelséure gebildeten Nitrosylschwefelsiure!® ermdglicht die 
Anwendung von Filtern anstelle des zeitraubenden Zentrifugierens, 
stellt aber im iibrigen keine wesentliche Abainderung dar. Auch bei 
dieser Bestimmung ist die Reduzierung des 3-wertigen Kobalti-Ions 
zum Kobalto-Ion evident, sodaB im Gegensatz zur Auffassung von 
Jendrassik und Mitarbb. bei der Berechnung nur 11 anstatt 12 Oxy- 
dationsaquivalente in Ansatz gebracht werden diirfen. 

4. Empirischer Faktor: Der empirische Faktor, der die 
Berechnung des Kaliumgehaltes auf Grund von Modellanalysen er- 
méglicht, setzt sich demnach aus folgenden Teilfaktoren zusammen: 


6 L. L. Burgess u. O. Kamm, J. amer. chem. Soc. #4, 652 [1912]. 

? Breh u. Gaebler, J. biol. Chemistry 87, 81 [1920]. 

8 Truszkowski u. Zwemer, Biochem. J. #1 [1937]. 

®* F. Rappaport, Klin. Wschr. 12, 1774 [1933]. 

10 Jendrassik u. Szél, Biochem. Z. 267 [1933]; Jendrassik u. Takacs, 
ebda. 274, 194 [1934]. 
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. Umrechnungsfaktor (U. F.) im eigentlichen Sinne, der natur- 
gemaB von der Zusammensetzung des Nd. abhingig ist, 
. Waschfehler (Nichterfassung in Lésung gegangener Nd-Anteile 
bzw. Mitbestimmung von Fallungsmittelresten), 
. Fehler durch organische Verunreinigungen, 
4. etwaige konstante Titrationsfehler. 

Erst bei Ausschaltung der unter 2. bis 4. genannten Fehler ist aus dem 
gefundenen relativen Verbrauch des Oxydationsmittels ein Riickschlu8 
auf die Zusammensetzung des Nd. méglich. Werden z. B. 3,75 com 
n/100-Cerisulfat fiir 0,2 mg Kalium verbraucht, so entspricht 1 ccm 
dieser Normallésung nur unter Beachtung dieser Punkte 53,3 y Kalium, 
d. h. man darf nur dann auf eine Zusammensetzung des Nd. aus III 
schlieBen (5,33 x 11 entsprechend 1% Atg. Kalium). — Man kann 
sich des Eindrucks nicht erwehren, daB die fiir ganz bestimmte Kon- 
zentrations-, Temperatur-, Auswasch- und Fillungsbedingungen als 
zutreffend ermittelten empirischen Faktoren ohne die nétige Kritik bzw. 
Nachpriifung zur Berechnung auch bei abweichenden Verhiltnissen 
herangezogen werden, da z. B. die Angaben einiger Autoren" hinsicht- 
lich extrem niedriger Grenzwerte (um 12 mg%) von anderen Bearbeitern 
nicht bestatigt werden kénnen. 


Eigene Untersuchungen 


1. Fallung. Die Priifung verschiedener Fallungsbedingungen 
(mit verdiinnten Lésungen, mit Zusatz gréBeren Natrium-Uberschusses, 
mit und ohne Veraschung (des Rest-N-Filtrates), mit Alkoholzusatz; mit 
tropfenweiser Zugabe des Serums zum Reagens, also in ,,umgekehrter“ 
K.-T.-Anordnung, ergab: Ein konstant zusammengesetzter Nd. durch 
Bildung einfach gebauter Doppelkomplexsalze (II, III oder IT + III 
= ,,Kramer-Tisdall-Salz‘ [s. j doch u. 4]) ist nicht erzielbar. All- 
gemein gilt, daB der U. F. bei steigender Kaliumkonzentration ebenfalls 
Tendenz zum Steigen (bis etwa + 10°) und vice versa zeigt, wobei aller- 
dings Plateaubildungen bzw. Knickungen der Kurven bei den Faktoren 
der ,,einfachen“‘ Doppelsalze beobachtet werden kénnen (s. u.). Ferner 
ist offenbar (neben Temperatureinfliissen ?) auch die Geschwindigkeit der 
Mischung von Serum und Reagens nicht ohne EinfluB. Durch diese 
beiden Momente sind teils gesetzmaBige, teils unkontrollierbare Schwan- 
kungen der Nd.-Zusammensetzung bedingt. 


Fallungen gréBerer Kaliummengen (£C0,0 mg KCl) mit Alkoholzusatz (40%, 
bezogen auf Gesamt-Fik.-Volumen) ergaben den ,,Remy*‘‘-Faktor 0,1437 (s. *) 
mit einer Genauigkeit von + 1%. Der Nd. 1a8t sich bei 100° genau so leicht zur 
Gewichtskonstanz bringen, wie der unter analogen Bedingungen ohne Alkohol- 
zusatz gefallte Nd., von dem er sich aber durch einen bedeutend helleren Fai bton 
sowie leichtere Léslichkeit in £0-proz. Schwefelsiure unterscheidet. Auch ist der 
ohne A-Zusatz gefillte Nd. etwa 6% leichter als der alkoholische Niederschlag. 


“1 Z.B. Miller, zit. nach H. Albers, Kolloide, Elektrolyte, Hormone 
(Monogr.), Leipzig 1934. Vgl. W.K. Rieben Kaliumbest. in biol. Substanzen 
(Monogr.), Basel 1947 (weitgehende Konstanz des K-Serumspiegels). 
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Da sich titrimetrisch keine Anhaltspunkte fiir das Vorliegen einer kristallalkohol- 
haltigen Verbindung ergaben, andererseits ein héherer Kristallwassergehalt des 
aus alkoholhaltigem Medium gefillten Nd. gegeniiber dem aus rein wiasserigen 
Lésungen erzielten Nd. unwahrscheinlich ist, diirfte eine Beeinflussung der K-Na- 
Ralation im Nd. durch die Anwesenheit von Alkohol anzunehmen sein. Diese 
Fragestellung wurde nicht weiter verfolgt, da Alkoholzusatz einen beschleunigenden 
Einfiu8 wohl auf den Beginn, nicht aber auf die Beendigung der Fallung zu haben 
scheint, mithin offenbar keine Zeitersparnis bringt; er wird jedoch bei Kalium- 
bestimmungen unter 10 y zu erwiagen sein. 

Eine fiir die Praxis oft ausreichende Konstanz des Nd. mit der 
K.T.-Methode erscheint erreichbar, wenn aus einer Biirette die ersten 
Tropfen in etwa 45 Sek., der Rest in insges. 100 Sek. tropfenweise zu- 
gegeben wird. Eine gréBere Genauigkeit 1iBt sich offenbar nur mit der 
z. B. von Jendrassik u. Mitarb.!° studierten Komplexbildung in loco, 
d. h. durch Zusatz einer Kobaltonitrat-Essigsiurelésung + Nitritlésung 
zu der zu untersuchenden Fliissigkeit erreichen. Die Original-Methode 
bedient sich allerdings einer zeitraubenden EnteiweiBung. Es erscheint 
daher naheliegend, nach Hubbard” 2-mal zu fallen: Der (offenbar 
auf beliebige Weise) gebildete erste Nd. wird nur 1-mal gewaschen, 
mit Salpetersaiure (+ Schwefelsiure) zersetzt, und nun nach Zusatz von 
Natriumacetat-Lésung die 2. Fillung des in loco gebildeten Komplexes 
durchgefiihrt. Hierdurch sind folgende Vorteile erreichbar: 1. Da das 
Kalium bei praktisch jeder Methode quantitativ gefillt wird, findet es 
sich quantitativ im ersten Nd., auf dessen Bildung mithin nicht mehr 
besondere Sorgfalt gelegt werden muB. 2. Das verwendete Serum kann 
beliebig alt sein, da etwa gebildete Ammoniumkomplexe durch das 
Saiuregemisch zerstért werden. 3. Organische Substanzen als etw. 
Stérfaktoren werden eliminiert. 4. Diese Vorfillung erméglicht die 
Durchfiihrung der Fallung nach Jendrassik, ohne die Arbeitskraft 
des Laboranten zu sehr zu belasten. 

2.Auswaschen. Piper*findet einen Kaliumverlust von < 0,002 mg 
Kalium fiir 100 cem 30-proz. Alkohol als Waschfliissigkeit. Eigene kolori- 
metrische Nitritbestimmungen (Leifo) im G4-Glasfilter-Filtrat eines 
frisch gefallten Kalium-Kobalti-Nd. (mittels der Reaktion nach GrieB: 
Diazotierung von Sulfanilsiure mit «-Amino-naphthol durch Nitrit. in 
saurer Lésung; ferner mittels Kuppelung von Chromotropsaure mit dem- 
selben Naphthol; titrimetrisch kontrollierte, unmittelbar vor Gebrauch 
verdiinnte Natriumnitritlésung zum Vergleich) ergaben bei mehrfacher 
Bestimmung einen Verlust von etwa 1 y pro ccm 80-proz. Waschalkohol. 
Da der gesamte Nd. um 1500 y betragt, liegt der Waschfehler hierbei 
mit Sicherheit im Bereich der Pipettenfehler usw. — Genauere Léslich- 
keitsbestimmungen stoBen auf Schwierigkeiten, da das durch mehr- 
stiindiges Schiitteln in Lésung gehende Salz offenbar relativ schnell in 
seine Bestandteile zerfallt, wodurch es zu einer Anreicherung nitrit- 
haltiger Spaltprodukte und damit wegen des konstanten Léslichkeits- 
produktes zur Auflésung weiteren Niederschlages kommt. Die gefundenen 


12 KR. F. Hubbard, J. biol. Chemistry 100, 557 [1933]. 
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Léslichkeiten (bei 100° bis zur leicht erreichbaren Gewichtskonstanz 
getrocknetes Salz 3 Stdn. mit dem betr. Aethylalkohol geschiittelt, 
weitere 2 Stdn. Aufbewahrung im Dunkeln unter gelegentlichem Schiit- 
teln) sind demnach mit Sicherheit als zu hoch zu bezeichnen: 
Anf Grund der Nitrit-Eichkurve (Leifo, Filter 530) wurden im Filtrat nach dem 
Schiitteln mit & 
80-proz. Athylalkohol 7,2 y/ecm 
60-proz. Pa 10,1 sy K-Na-Kobaltinitrit 
40-proz. — 2b ” 

gefunden. 

3. Titration. Ein Abweichen von der Titration nach Rappa- 
port® mittels Cerisulfat-Lésung (vor Sonnenlicht und Staub geschiitzt 
aufzubewahren, Titer mindestens 1-mal wéchentlich kontrollieren) er- 
wies sich als nicht erforderlich. 

4. Empirischer Faktor. Bei Beriicksichtigung der eben be- 
sprochenen Punkte vereinfacht sich der empirische Faktor zu einem 
praktisch nur noch von der Zusammensetzung des Nd. abhingigen Um- 
rechnungsfaktor (U.F.), der z. B. bei einer lediglich durch Verwendung 
von Waschalkohol modifizierten K.-T.-Methode niedriger liegen muB 
als bei der Originalmethode. Die U.F.-Bestimmung in Testlésungen mit 
einem K-Gehalt von 0,05—0,3 mg K/ccm ergaben nun nicht nur bei 
der direkten, sondern auch bei der Komplexbildung in loco nach Vor- 
faillung eine offenbar gesetzmiBige, durch beliebige Variierung der ab- 
soluten und relativen Mengen der Reaktionspartner wohl verschieb- 
bare, aber nicht eliminierbare, selbst im Rahmen der physiologischen 
und pathologischen K-Konzentrationsschwankungen schon deutliche 
Abhangigkeit des U.F. von der Kaliumkonzentration des Ausgangs- 
materials. Dem ,,.Kramer-Tisdall-Salz‘‘ kommt nicht, wie allgemein 
angegeben, der theoretische Faktor 0,065 zu; dieser liegt vielmehr bei 
Serum-Konz. (von mindest. 10,5 — 21,6 mg%) bei 0,0592, einem Nd. 
von der Formel 2K,Na[Co(NO,),] - KNa,[Co(NO,),]- aq.* entsprechend. 
Bei den zweifellos sehr verwickelten Léslichkeitsdiagrammen der kom- 


‘plexen Niederschlige erschien es von vornherein aussichtslos, trotz des 


Wegfallens stérender Faktoren planmaBig eine optimale Fillungs- 
bedingung ermitteln zu wollen. Immerhin ergaben sich fiir die Zweit- 
fallung in loco folgende Anhaltspunkte: 

1, Verdiinnung auf ein gréBeres Fallungsgesamtvolumen wirkt i. a. 
faktorsteigernd, Gesamtvolumina iiber 2,0—2,5 com kénnen unnétige 
Vergréberung der an sich minimalen Streuung bedingen. 

2. GroBer Na-UberschuB begiinstigt offenbar die Bildung von III, 
kann aber im UbermaB (Anwendung konzentrierter Lésungen) den Leer- 
wert ohne anderweitigen Nutzen so erhéhen, daB u. U. jeweils neue 
Faktorenkurven erforderlich werden (vgl. Abb. 1). 


* Da KNa,[Co(NO,),] in Mischkomplexen offenbar existenzfihig ist (s. u., 


‘Abb. 1), ist diese Formel wahrscheinlicher als die Auffassung des K.-T.-Salzes 


ais IT + IIT. 
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Abb. 1. Beispiele fiir die Abhangigkeit des Titrationsfaktors von der Konzentration 
und dem Gesamtvolumen der Reaktionspartner. 
Alkoholauswaschung (s. Vorschiift; die wahren Faktoren liegen rv 0,06 Ein- 
heiten, entspr. einem [konstanten] Waschverlust von 8—10 y tiefer). 
Linie a: Fallungsbedingung; s. Analysenvorschrift B. 
Linie b: entspr. Jendrassik und Szél?®: 
1,0 ccm Na-Acetat (25%) + 0,5 ccm Co-Nitr. (25%) + 0,1 com Eisessig 
+ 1,0 ccm NaNO, (50%). 
Linie c: 0,6 cem [Na-Acetat (gesatt.) + Co-Nitr. (50%) + Eisessig] + 0,6 ccm 
NaNO, (50%). 
Linie d: 1,0 cem [Eisessig 5,0 + Co-Nitr. (50%) 30,0; Na-Acet. (30%) ad 100,0] 
+ 1,0 ccm NaNO, (50%). 
Die jeweils der Berechnung zugrunde liegende Zahl der Analysen ist bei den 
betr. MeBpunkten fiir b—d vermerkt. Fir a siche Tab. 3 und 5. 
Die gestrichelten Horizontalen stellen Faktoren dar, die einfach gebauten 
Mischkomplexsalzen entsprechcn, und zwar: 
I: K,[Co(NO,),]; F = 10,66. 
II: K,Na[(Co(NO,).]; F = 7,11. 
Ila: 2 K,Na[Co(NO,),] + 1 KNa,[Co(NO,).]; F = 5,92 (,,.Kramer-Tisdall- 
Salz“) 


III: 1K,Na[Co(NO,),] + 1 KNa2[Co(NO,),]; F = 5,33. 
IV: KNa,[CoN0O,),]; F == 3,55. 


3. Zu groBer Saurezusatz hemmt die Fillung. 

4. Ermittlung von Leerwerten grundsitzlich erforderlich. 

Im allgemeinen fand sich eine beachtenswert geringe Streuung (um 
1%), wodurch die Aufstellung von Faktoren-Eichkurven sehr erleichtert 


wird. 
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Im Rahmen dieser allgemeinen Bedingungen laBt sich die Zu- 
sammensetzung des Fallungsgemisches beliebig variieren, so daB die ge- 
wihlten Konzcntration:n (s. Bestimmung B) nicht den Anspruch auf 
ausschlieBliche ZweckmaBigkeit erheben kénnen. Ggf. kann man bei 
anderweitigen K-Bestimmungen (Vollblut, Gewebe, Erdboden usw.) die 
K-Menge auf den angegebenen Spielraum von etwa 100—300 y bringen, 
oder die Eichkurve entsprechend verlingern bzw. selbst neue Faktoren- 


kurven anlegen. 

Aus dar bei Verwendung konzentrierter Lésungen der einzelnen Reaktions- 
partner bei der Zweitfallung (gesittigte Na-Acetatlésung, 50-proz. Kobaltinitrit- 
lésung + Eisessig) bei kleinem Gesamtvolumen (1,2 ccm) ermittelten Faktoren- 
kurve (hoher Leerwert!) mu8 auf die Existenzfihigkeit des Salzes 1V zum min- 
desten in Mischkomplexen geschicssen weidcn. 8. auch Abb. 1, Linie d. 

Eine Ubertragung der bei der Methcde A (s.u.) angegebcnen Faktoren- 
korrektur auf die Original-K.T-Methode ist nicht zulassig, weil bei dieser eine Art 
Selbstkorrektur dadurch erreicht wird, daB beim Waschen des (nicht aufzuwi: beln- 
den!) Nd. eine relativ konstante, von dem absoluten Nd.-Gewicht unabhangige 
Nd.-Menge in Lésung gehen diirfte. Dieser zu Verlust gehende Anteil ist natur- 
gem4B bei geringen Nd. relativ héher, als bei schwererem Nd., wedurch die auch 
beim K.-T.-Arbeitsgang zweifellos vorliegende Faktorenkuive offenbar weitgehend 
zu einem mehr oder weniger einheitlichen Faktor kcmpensiert wird. Dieser nicht zu 
leugnende Vorteil beriihrt aber nicht die betrachtliche Streuung (mind. ++ 5-proz.), 
welche von der grundsatzlichen Fehlerquelle und von der gi6Beren Empfindlichkeit 
der Methode gegeniiber der jeweiligen individuellen Ausfiihrung herriihrt; er 
trifft zudem vermutlich nur bei mittleren bis hbheren Serumkonzentrationen zu. 


Analysenvorschriften 


Im folgenden sind 2 Vorschriften wiedergegeben, von denen die 
einfachere (A) lediglich eine durch Alkohol (35; 80%) als Waschfliissig- 
keit an Stelle von Eiswasser modifizierte K.-T.-Methcde darstellt. Der 
mittlere Fehler liegt bei Beriicksichtigung eines Korrekturfaktors fiir 
Serumwerte tiber 21,6 mg% bei + 2% (Tab. 1, 3, 5). 

Héheren Anspriichen an Genauigkeit geniigt die Methode B, die 
auf Komplexbildung in loco nach einer Vorfallung, die man als ,,spezi- 
fische EnteiweiBung“ auffassen kann, beruht. Bei Benutzung der em- 
pirisch ermittelten Faktorenkurve (Tab. 5) ergibt sich als mittlerer Fehler 
+0,5 bis + 0,7% (Tab. 2, 4 u. 5). 

Beide Methoden sind auch fiir Anwendung zeitsparender Glasfilter anstelle 
des Zentrifugierens geeignet. Verwendung klcinster Filtertrichter ist jcdech Vor- 
aussetzung, da sich z. B. bei den uns zur Verfigung stchendcn 3- und 11-G-4- 
Filtern trotz guten Nachspilens zusitzliche Schwankungcn (ca. + 1 weiterer 
Prozent) ergaben. — Hinweis fiir die praktische Durchfiihrung: Bei Methode A) 
sind mindestens die beiden ersten Waschungen durch Zentrifugieren vorzunehmen, 
da sonst schnell Porenverstopfung durch organische Substanzcn eintritt. Als 
Vorlagen dienen zweckmaBigerweise mittels Rillenkorks am Trichter befestigte 
Hagedorn-Jensen-Glaser, die auch zum Auffangen des Waschalkohols vor- 
teilhaft sind. Es wird mindestens 6-mal ausgewaschen (tote Raume beachten!). 
Bei den beiden letzten Waschungen 90-proz. Athylalkohol. 4—5 Saugflaschen 
kénnen bequem gleichzeitig an eine Pumpe angeschlossen werden, wodurch 
die Verarbeitung von ca. 60 Proben in 8 Arbeitsstunden erméglicht wird. 
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Bestimmungsmethode (A) fiir den Kaliumgehalt des Blutserums 
(durch Alkoholwaschung modifizierte Kramer-Tisdall-Methode) 


Anwendbar bei frischem, haimoglobinfreiem, méglichst umgehend 
vom Blutkuchen abgetrenntem Serum. 


Erforderliche Reagenzien: 

1) Kobaltinitritlésung nach Kramer-Tisda!1 (Vorschrift z.B.Hallma nn‘) 

2) do., 1:1 mit Aq. dest. verdiinnt 

3) 35-vol.-proz. Athylalkohol 

4) 80-vol.-proz. Athylalkohol 

5) Schwefelsaure p. a., ca. £0 gew.-proz. 

6) n/100-Cerisulfat (in ca. 1-n. Schwefelsiure) 

7) 5-proz. Kaliumjodidlésung 

8) n/100-Natriumthiosulfat 

9) Starkelésung 

1. Zu 1 cem frischen hamoglobinfreien Serums wird Lésung 1) tropfenweise 
unter Umschwenken aus einer Biirette hinzugegeben, wobei fiir die ersten 
10 Tropfen ca. 45 Sek., fiir den Rest (insges. 2 ccm) ca. 100 Sek. gebraucht 
werden sollen. Nach 3-stdg. Stehenlassen bei Raumtemp. wird 1-mal mit 
Reagens 2), 1-mal mit 3), 2-mal mit 4) ausgewaschen. Der Nd. wird hierzu 
jeweils mit 2 ccm der angegebenen Wasch-Flk. griindlich aufgeschittelt 
und 6, 4, 3, 3 Min. abzentrifugiert (2000 U./M'n.). 

2. Nach der Auswaschung kommt das Réhrchen fiir ca. 30 Min. in den Trocken- 
schrank (ca. 80—95°). Nach Abkiihlen wird es mit 0,4 ccm 5) bis zur 
Lésung géschittelt, mit 10 ccm 6) gemischt und das Zentrifugenglaschen 
fir ca. 3 Min. in ein Wasserbad von ca. 60° gestellt. Nach dem Abkihlen 
wird, wie iiblich, mit 8) zuriicktitriert. Nach KJ-Zusatz (2 ccm) wird 
2 Min. gewartet. Empirischer Faktor: 0,060, d. h. 1 ecm n/100-Cerisulfat 
entspricht 0,60 mg Kalium, bei der Verwendung von 1 ccm Serum also 
6,0 mg-proz. Kalium. Auf einen Cer-Uberschu8 von mindestens 30°/, 
ist zu achten. 

Bei Werten iiber 3,6 ccm Cerisulfat, entspr. 21,6 mg-°% K, s. Tab. 1. 
Doppelbestimmung empfehlenswert. 

Es kann vergiallter Alkohol (z. B. mit 1% Benzin) verwendet 
werden. Gebrauchter Alkohol durch Destillation ttber NaOH wieder- 
gewinnbar. Falls Destillat NH,-haltig (mit Nesslers Reagens priifen!), ist 
eine 2. Destillation mit H,SO,-Zusatz anzuschliefen. 


Tab. 1. Berechnungstabelle (Vorschrift A). 
B F A F 





von etwa 10,5 4,21 

bis r 21,6 j 4,28 6,18 
22,0 p 4,35 2 6,20 
22,5 4,42 6,22 
23,0 4,49 6,24 
23,5 4,55 y 6,26 
24,0 4,62 , 6,27 
24,5 4,69 2 6,28 
25,0 4,76 6,30 
25,5 


A — Verbrauch an n/100-Cerisulfat in ccm. 

B — Kaliumgehalt des Serums in mg (bei Ansatz von 1 ccm Serum). 

F — (empirisch ermittelter) tiber 21,6 mg Kalium konzentrationsabhangiger 
Umrechnungsfaktor. 2 
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Bestimmungsmethode (B) fiir den Kaliumgehalt des Blutserums 
(mittels Doppelfillung) 


Anwendbar bei beliebig altem, hamoglobinfreiem, méglichst friih- 
zeitig vom Blutkuchen abgetrennten Serum. 


Erforderliche Reagenzien: 
1) Kobaltinitritlésung nach Kramer-Tisdall (Vorschrift z. B. Hallmann‘) 
2) 30-vol-proz. Athylalkohol 
3) Salpetersiure p.a. 1,40 
4) Schwefelsiure p.a. 78 gew.-proz. 
5) Kobaltnitrat-Acetat-Essigsaure-Lésung 
Eisessig p. a. 1,5 
Natriumacetatlésung (30-proz., g/vol) aus Na-Acetat p. a. 70,0 
Kobaltnitratlésung (50-proz., g/vol) aus Co-Nitrat cr. p. a. ad 100,0 
6) Natriumnitritlésung (50°/), g/vol, aus NaNO, p. a.) 
7) 50-vol.-proz. Athylalkohol 
8) 80-vol.-proz. pa 
9) n/100-Cerisulfat (in ca. 1-n. Schwefelsaure) 

10) 5-proz. Kaliumjodidlésung 
11) n/100-Natriumthiosulfat 
12) Starkelésung 

1. Zu1 cem beliebig alten, aber hamoglobinfreien und vom Blutkuchen méglichst 
umgehend getrennten Serums wird unter Umschwenken 2 ccm Reagens 1) 
hinzugefiigt. Nach etwa 3 Stdn. wird scharf zentrifugiert (etwa 6 Min., 3000 
U./Min.) und iiberstehende Flk. durch Abtropfenlassen des Zentrifugen- 
glaschens auf Filtrierpapier méglichst vollstandig entfernt. Der Nd. wird mit 
2 cem Alkohol 2) kraftig aufgeschiittelt (mittels Gummifingerling geschiitzter 
Daumen als Verschlu8 zweckmaBiger als Kork-, Glas- oder Gummistopfen), 
abzentrifugiert und wiederum méglichst vollstandig befreit. 

. Der Nd. wird mit je 0,035 ccm (bei geeigneter Pipette = 1 Tropfen) Salpeter- 
und Schwefelsiure (3, 4) * erwirmt, weggestellt und nach beliebig langer Zeit 
durch Durchziehen des Glases (mit freier Hand gehalten!) durch die Spar- 
flamme der Nd. gelést, wobei auf sorgfaltige Erfassung der Glaswinde ge- 
‘'achtet werden mu8. Das Entweichen von Saéuredimpfen aus dem Glas ist zu 
vermeiden. (Evtl. kann 1 Tropfen 30-proz. H,O, puriss. zur restlosen Zer- 
stérung der organ. Restsubstanzen hinzugefiigt werden, was sich aber meistens 
eriibrigen diirfte.) Nach Hinzufiigung von 1 ccm Lésung 5) und 1 ccm 6) 
(Gesamtvolumen ca. 2,1 com. Die angegebenen Mengen sind genau inne- 
zuhalten; sorgfaltig unterteilte 3—5-ccm-Pipette ausreichend) wird gut ge- 
mischt. Das Réhrchen kommt fiir mindestens 16 Stdn. in den Kihlschrank, 
gleichzeitig mit Leeransitzen. 

3. Der so gewonnene 2. Nd. wird einmal mit 2 ccm 7) sowie 2-mal mit 8) aus- 
gewaschen, wobei jedesmal kraftig umgeschiittelt wird, und der Nd. nach dem 
jeweiligen Zentrifugieren (6,4, 3,3 Min.) wie oben beschrieben, méglichst 
vollsténdig von der Wasch-Flk. getrennt werden soll. Auf Saiuberung der 
Glasrinder und Wechsel des Filtrierpapiers ist zu achten. Ein 4. Aus- 
waschen ist statthaft. Nach der Auswaschung kommt das Rohrchen fiir 
etwa 30 Min. in den Trockenschrank (80—90°). 

. Nach dem Abkithlen wird der Nd. in 4), etwa 0,4 ccm, unter Schiit- 
teln gelést, 10 com Lésung 9) hinzugefiigt, gut gemischt und anschlieBend 
das Réhrchen etwa 3 Min. in ein Wasserbad von etwa 60° gestellt. Nach 


* Bei Serienbestimmungen Verwendung einer Mikrobirette mit geeignetem 
Reservoir-VerschluB fiir Mischung von 3) und 4) aa (0,07 ccm) empfehlenswert. 





Hans-Wolfgang Spier, Bd. 285 (1950) 


dem Abkihlen wird in iiblicher Weise mit 11) zuriicktitriert. Auf ein Ceri- 
Uberschu8 von mindestens 30% ist zu achten. Nach KJ-Zuatz wird etwa 
3 Min. gewartet. 

Der mittlere Verbrauch von 3 Leerbestimmungen wird in Abzug gebracht 
und der Kaliumgehalt auf der Tab. 2 auf Grund des Cerisulfatverbrauches 
unter Beriicksichtigung des Ceri-Titers usw. abgelesen. Herstellung gréBerer 
Reagensmengen zweckmifig, da Leerwertkontrolle vereinfacht wid, ferner 
auch kleine Schwankunzgen des Feuchtigkeitsgehaltes der Reagenzien usw. 
sich bemerkbar michen. 

Doppel- sowie Kontrollbestimmungen mit bekannten K-Lésungen grund- 
satzlich zu empfehlen, nach Einarbeitung diirftcn sie sich oft ertibrigen. 


Tab. 2. Berechnungstabelle (Vorschrift B). 
B F A F 





11,0 
11,3 
11,6 
12,0 
12,3 
12,6 
13,0 
13,3 
13,6 
14,0 
14,3 
14,6 
15,0 
15,3 
15,6 
16,0 
16,3 
16,6 
17,0 
17,3 
17,6 
18,0 
18,3 
18,6 
19,0 
19,3 
19,6 
20,0 
20,3 
20,6 
21,0 
21,3 


3,62 : 5,98 
3,68 22 5,98 
3,73 2 5,98 
3,78 5,98 
3,85 2 5,98 
3,90 2: 5,98 
3,95 2 5,98 
4,01 : 5,99 
4,06 2 5,99 
4,11 24,6 5,99 
457 r 6,00 
4,22 25 6,00 
4,26 y 6,01 
4,35 y 6,01 - 
4,37 26,¢ 6,02 
4,42 26,6 6,02 
4,47 27 6,03 
4,53 245 6,03 
4,57 27,6 6,04 
4,64 2 6,04 
4,68 F 6,04 
4,73 6,05 
4,79 6,05 
4,83 29, 6,06 
4,88 Z 6,06 
4,94 | 6,06 


4,99 6,07 
(5,04 6,07) 
(5,10 6,08) 
(5,15 6,08) 
(5,20 6,08) 
(5,25 35 6,09) 
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A — Verbrauch an n/100-Carisulfat in ccm (nach Abzug des Leerwertes). 

B — Kaliumzehalt des Serums in mz% (bei Ansatz von 1 ccm Serum). 

F — (empirisch ermittalter) konzantrationsabhangiger Umrechnungsfaktor. 
Die eingeklammerten Werte sind extrapoliert. 
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Tab. 4, Beleganalysen (Methode A). 


Zur Bestimmung des Kaliums im Blutserum Bd. 285 (1950) 





Kalium-Stan- 

dard-Lésg.* 

20mg %,130mg%* 
(aq. d. ad 1,00) 


0,78081 


0,97601 


0,7808? 


0,9760* 





entspr. Gehalt 
mg% 


15,616 


19,52 | 23,424 


29,28 





Analysenergeb- 
nisseIncem n/100- 
Cerisulfat (oben: 
Anzahl d. A.) 


3 
2,55 2,62 
2,65 


3 
3,89 3,79 


3 
3,24 3,17 
3,2 3,91 


> 


4 
4,71 4,68 
4,68 4,61 





Mittelwert 


2,61 


3,23, 


4,67 





Faktor aus Mit- 
telw. (Fin) 


5,98 


6,02 


6,27 





Faktor, graphisch 
ermittelt (Fg) 


6,00 6,00 


6,00 


6,18 6,28 





max. Abweichun- 
gen (Fg) in% 





+2 
—2 


+1,7 
ie 








+1,2 + 1,0 








— 2,5 —1,8 


2 
sail 


a 
—2 





- * Die gebrochen2n Werte ergebon sich aus der Nacheichung der verwendeten 
ipette. E 


Graphisch ermittelter Fu8punkt des Faktorenanstieges: 3,6 ccm Cerisulfat - 
21,6 mg% Kalium. (DieFaktorenkurve ist statistisch gesichert, da 20 fortlaufende 


Analysen zugrunde gelegt wurden. Maximale Abweichung: 1 Wert — 2,5%, im 
iibrigen = oder unter + 2%.) 


Tab. 5. Vergleichende Analyse eines schwach himolytischen, etwa 1 Woche alten 
Sammelserums (NH,-haltig!). 





Methode 


Kramer-Tisdall 


Methode A 


Methode B 





com n/100-Ceri- 
Verbr. 
(1 com Ser.) 


4,43 
4,45 


4,35 
4,55 


5,06 
5,10 


4,98 
5,00 


4,70 
4,75 


4,73 
4,71 





Mittelwert 


4,44 


5,03 


4,72 





Faktor 


0,071 


0,0648* 


0,0605 





Kalium gefund. 


31,52 


32,50 


28,54 





Abweichungen 
vom jeweiligen 
Mittelwert 

* extrapoliert. 





— 2,0% 
+ 25%, 





Zusammenfassung 

Nach Besprechung der sich bei der Kalium-Analyse mittels Kobalti- 
nitrit-Fillung ergebenden Probleme werden auf Grund von Unter- 
suchungen iiber die Konzentrationsabhingigkeit der Zusammensetzung 
der K-Na-Komplexe 2 Bestimmungsmethoden fiir den Kaliumgehalt 
des Blutserums angegeben, die beide von der Léslichkeitsherabsetzung 





— 04% 
+ 0,6% 
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durch 80-proz. Aethylalkohol von etwa 1: 12000 auf etwa 1: 1000000 
Gebrauch machen. 

Methode A stellt eine im wesentlichen lediglich durch alkoholische 
Waschung modifizierte Kramer-Tisdall-Vorschrift dar. Neben der 
auch theoretisch zu erwartenden Senkung des Umrechnungs-Faktors 
von 0,071 auf 0,060, der auf eine Zusammensetzung nach Formel 

2 K,NaCo(NO.), + KNa,Co(NO,), (bei der Fallung von ca. 200 y K) 
schlieBen laBt, ergibt sich die Notwendigkeit einer Faktorkorrektur bei 
Serumwerten oberhalb 21,6 mg%. Der mittlere Fehler liegt bei + 2%. 

Fiir Kalium-Analysen, die eine noch gréfRere Prizision erfordern, 
wird eine 2. Methode (B) empfohlen, die auf dem Prinzip der von 
Hubbard angegebenen Doppelfillung bei Zweitfillung mittels der von 
Jendrassik beschriebenen Komplexbildung in loco beruht. Bei An- 
wendung einer Berechnungstabelle (konzentrationsabhingiger Faktor !) 
1iBt sich der mittlere Fehler des Durchschnittes auf + 0,5 bis 0,7% 
senken. Beide Methoden gestatten die Verwendung von Glasfritter- 
-filtern; Methode B ferner die Verarbeitung beliebig alten Serums. 

Hrn. Dr. chem. Herrnring, Leiter des Labors der 11. Medizin. Univ.-Klinik 
Hamburg-Eppendorf (Vorstand: Prof. Dr. A. Jores) sei fir Durchsicht des Manu- 
skriptes und fachlichen Rat bestens gedankt. 


Uber den Abbau von 3.5-Dibrom-tyrosin im Tierkérper 
Von 
Giinther Habild 
Aus der Universitits-Kinderklinik Géttingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Oktober 1949) 

Bromgorgosaure, auch Dibromtyrosin genannt, ist eine Aminosiure, 
welche wie das verwandte jodhaltige Dijodtyrosin in Korallen und 
Schwimmen des Meeres gefunden wurde. Bedeutung gewann Dibrom- 
tyrosin durch die Veréffentlichung einiger Arbeiten, in denen nach- 
gewiesen werden konnte, daB Hyperthyreosen auf Dibromtyrosin gut 
ansprechen. Wihrend die jodhaltigen organischen Verbindungen der 
Schilddriise, die gleichfalls therapeutische Bedeutung erlangt haben,’ 
Dijodtyrosin und Thyroxin bzw. Thyreoglobulin, in reiner Form isoliert 
werden konnten, wurde bisher Dibromtyrosin im Siugetierorganismus 
noch nicht gefunden. 

Von Mérner! stammt die Angabe, daB in bestimmten Korallen- 
arten Dibromtyrosin enthalten sei. Ackermann und Miiller? isolierten 
Dibromtyrosin aus Spongin und konnten den Kérper aber nur im Ge- 
misch mit Jodgorgosiure darstellen. Leipert® fand im Tierkérper an- 


1 ©. Th. Mérner, diese Z. 88, 126 [1913]. 
2D. Ackermann u. E. Miller, diese Z. 269, 146 [1941]. 
® Th. Leipert, Biochem. Z. 261, 436 [1933]; 270, 448 [1934]; Th. Leipert 
u. O. Watzlawek, diese Z. 226, 108 [1934]. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, 285 1] 
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organisches Bromid, wies aber organische Bromverbindungen nicht nach. 
Seine mit einem neuen Analysenverfahren gefundenen Blutbromwerte 
schwankten zwischen 0,15 mg% und 0,4 mg und waren nur von ali- 
mentiaren Faktoren abhingig. Hingegen vermuten Abelin und Parhon* 
auf Grund von Versuchsergebnissen wie der von ihnen nachgewiesenen 
hemmenden Wirkung von Dibromtyrosin auf die Schilddriisentatigkeit 
und wegen des auffilligen Bromgehalts der Thyreoidea — von Tannio® 
wurde in frisch operierten Basedgw-Strumen bis 25,25 mg% Brom und 
6,86 mg% Jod nachgewiesen — da die bromhaltige Aminosdure auch 
von héheren Saugetieren gebildet wird. 

Wenn Dibromtyrosin sich bislang im Organismus der Warmbliitler nicht 
nachweisen lieB, so konnte Doering® im Gegensatz zu Leipert das Vorkommen 
organischer Bromverbindungen im menschlichen Blut und somit vielleicht Dibrom- 
tyrosin immerhin wahrscheinlich gemacht werden. 

Abelin‘ machte zuerst darauf aufmerksam, da sich Dibromtyrosin nicht 
nur in tierexp2rimantellen Versuchen, sondern auch in klinischen Versuchen bei 
der Behandlung von Hyperthyreosen als giinstig erwies. Er verabfolgte per os 
Dibromtyrosin zusammen mit Dijodtyrosin und vermutete beziiglich des Wirkungs- 
m2chanismus eine nahe Beziehung zwischen Thyroxin und Dibromtyrosin ahnlich 
der zwischen Thyroxin und Dijodtyrosin. Kipfer’ konnte die Angaben von 
Abelin, da8 Dibromtyrosin die experimentelle Hyperthyreose gimstig zu be- 
einflussen vermag, voll bestaétigen. Er experimentierte an Ratten und fand die 
wirksame Dosis von Dibromtyrosin zwischen 0,2 bis 0,6 g pro kg/Kérpergewicht, 
peroral verabfolgt. Offenbar schadigte eine Dosiserhéhung von Dibromtyrosin auf 
1,38 g pro kg/Kérpergewicht die Tiere. Es kam bei den Ratten bei dieser hohen 
Dosierung zu starkerer Gewichtsabnahme. 

Ein Einflu8 des Thyroxins auf das Blutbrom wurde von Baldauf und 
Pincussen® exp2rimentell an Kaninchen nachgewiesen. Sie fanden regelmaBig 
ein Ansteigen des Blutbroms nach Injektion von Thyroxin — wenn auch nicht 
fiir lan zere Zeit — und sahen diarin eine besondere Schutzmafnahme des Organis- 
mus gegen die Wirkung des Thyroxins. 

Uber das Schicksal des Dibromtyrosins im intermediaren 
Stoffwechsel des tierischen Organismus ist jedoch unseres Wissens nichts 
bekannt geworden. Wenn man vergleichsweise den Abbau des halogen- 
freien Tyrosins betrachtet, so ergibt sich folgendes: H. A. Krebs® 
vermochte bei seinen Studien iiber den Abbau der Aminoséuren zu 
zeigen, daB Lebergewebe den Aminostickstoff des halogenfreien Tyrosins 
zur Harnstoffsynthese benutzen kann. Krebs dachte daran, daB hier- 
bei zunachst p-Oxyphenylbrenztraubensiure gebildet wird. Er konnte 
aber beim Abbau von /-Tyrosin die Ketosiure in seinen Versuchsansiatzen 
nicht isolieren. Der Abbau des halogenfreien /-Tyrosins beginnt namlich 
nach Felix und Mitarbeitern’® primar nicht an der Seitenkette, sondern 


4 J. Abelin u. C. Parhon jun., Klin. Wschr. 1982, 1455; 1933, 1167. 

5 F. Tannio, Biochem. Z. 241, 392 [1931]. 

® H. Doering, Biochem. Z.291, 86 [1937]; 296, 53 [1938]; Z. analyt. Chem. 
108, 255 [1937]. 

7 H. Kipfer, Diss. Bern 1947. 

§ L. K. Baldauf u. L. Pincussen, Klin. Wschr. 1930, 1825. 

* H. A. Krebs, diese Z. 218, 191 [1933]. 

10 K. Felix, K. Zorn u. H. Dirr-Kaltenbach, diese Z. 247, 141 [1937]; 
268, 257 [1941]; K. Felix u. H. Schafer, diese Z. 282, 142 [1947]. 
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es wird durch ein von ihm Tyrosinase I genanntes Ferment, welches 
nur in der Leber gefunden wurde, Tyrosin am Ring chinonartig oxydiert 
und dann im weiteren Verlauf das Molekiil oxydativ aufgespalten unter 
Bildung von Alanin, Acetessigsiure und Kohlensiure. Bei den Versuchen 
mit d-Tyrosin erfolgte der Abbau primar nach oxydativer Desamidierung 
iiber die Bildung von #-Oxyphenylbrenztraubensiure, welche von einem 
anderen, ebenfalls in der Leber gefundenen Ferment nach Spaltung des 
Phenolrings zu Acetessigsiure und Kohlensiure abgebaut wird. 


l-Ascorbinsaure steht nach Sealock und Silberstein" im Zusammenhang 
mit dem tyrosinabbauenden Fermsnt. Vitamin-C-frei ernihrte Meerschweinchen 
schieden nach Verfiitterung von 0,5 g I-Tyrosin taglich reichlich p-Oxyphenyl- 
milchséure und p-Oxyphenylbrenztaubenrséure aus. Gab man den Tieren zusitz- 
lich 1-Ascorbinsaure, so ging die Ausscheidung der phenolhaltigen Substanzen im 
Urin auf einen Bruchteil der fritheren Ausscheidung zuriick. Paintner? und Mit- 
arbeiter konnten diesen Befund bestitigen. Levine}? fand ebenfalls bei Siuglingen, 
denen er 1 g lJ-Tyrosin pro kg Kérpergewicht verfitterte, da8 mit Ascorbinsaure 
die Menge der Phenolkérper im Harn geringer wurde. Somit scheint es sicher zu 
sein, da ein EinfiuB der l-Ascorbinséure auf die Spaltung des Phenolrings von 
l-Tyrosin in der Leber besteht. 

Beim Warmbliiter werden mit dem Harn die aromatischen Oxysauren, welche 
infolge unvollkommenen Abbaus des Tyrosins auftreten kénnen, ausgeschieden. 
Blendermann™ stellte nach Verfiitterung von reichlich Tyrosin bei Kaninchen 
die (—)p-Oxyphenylmilchsaure fest. Kotake und Mitarbeiter bestatigten den 
Befund, konnten aber regelmaBig nur p-Oxyphenylbrenztraubensiure isolieren, in 
welcher Kotake die Vorstufe der Oxysiure sah. Suva?* fand im Harn von Kanin- 
chen, denen er p-Oxyphenylbrenztraubensiaure verfittert hatte, (-+-)p-Oxyphenyl- 
milchsiure. Kotake folgerte daraus, daB die optisch aktive Oxysiure durch 
asymmetrische Reduktion der Ketoséiure im Organismus gebildet werden kann. 
Neubauer?’ glaubte, daB die Bildung der p-Oxyphenylmilchséure aus Tyrosin 
durch Bakterieneinwirkung im Darm erfolgt. Die im Darm gebildete Séure wird 
resorbiert und dann mit dem Harn ausgeschieden. 

Der Abbau des halogenfreien Tyrosins kann aber nicht nur allein in 
der Leber erfolgen. Die Nieren sind ebenfalls imstande, 5 eon abzubauen. 
Holtz!* konnte zeigen, daB Tyrosin vom Nierengewebe bei Fehlen von Sauer- 
stoff zu Tyramin decarboxyliert wird. Das in der Niere gebildete Tyramin wird 
aber bei Gegenwart von geniigend Sauerstoff vollstandig desamidiert. Auch im 
Pankreas soll nach Heinsen” eine Tyrosindecarboxylase vorkommen. 


Von diesen in der Literatur vorhandenen Grundlagen ausgehend, 
konnten fiir den Abbau des halogensubstituierten Tyrosins ex- 
perimentell andere GesetzmaBigkeiten aufgefunden werden. Der Haupt- 


1 R. R. Sealock u. H. E. Silberstein, Science [New York] 90, 517 [1939], 
zit. b. Painter!*; J. biol. Chemistry 185, 251 [1940]. 

2 §.Z. Levine u. Mitarb., Science [New York] 90, 620 [1939]; J. Clin. 
Invest. 201, 199 [1941]; 201, 209 [1941], zit. b. Painter. 

138 H. A. Painter u. S. S. Zilva, Biochem. J. 41, 511 [1947]. 

14H. Blendermann, diese Z. 6, 234 [1882]. 

18 Y. Kotake, Z. Matsuoka u. M. Okagawa, diese Z. 122, 166 [1922]; 
Y. Kotake, diese Z. 143, 218 [1925]. 

16 A. Suwa, diese Z. 72, 113 [1911]. 

17 Q. Neubauer, Biochcm. Handlex. Bd. 4, S. 381. 

18 P. Holtz, diese Z. 251, 226 [1938]. 

19 H. A. Heinsen, diese Z. 245, 1 [1936]. 
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weg des Abbaus fiihrt, worauf wir*° bereits friiher hinwiesen, zu einer 
Abspaltung des Halogens mit Bildung von halogenfreiem Tyrosin, dessen 
Abbau hier geschildert wurde. Nur in dem besonderen Falle, daB der 
Organismus mit dem halogenhaltigen Tyrosin gleichsam iiberschwemmt 
wird, also nur bei reichlichem Angebot, wird der Nebenweg des Abbaus 
beschritten, d. h. die Desamidierung wird vor Abspaltung des Halogens 
durchgefiihrt, und es kommt zur Bildung von halogenhaltigen stickstoff- 
freien Abbauprodukten. H. A. Krebs® fand fiir halogenhaltiges Dijod- 
tyrosin und fiir Thyroxin, daB deren Aminostickstoff von tiberlebenden 
Leberschnitten zur Harnstoffsynthese verwandt werden kann. Blum” 
konnte in der Leber — auch in zellfreien Glycerinextrakten aus Leber — 
eine Dejodase feststellen, welche nicht nur aus Thyreoglobulin, sondern 
auch aus Dijodtyrosin anorganisches Jodid in Freiheit zu setzen vermag. 
Der Nachweis dieses Fermentes gelang ebenfalls Hartmann, der die 
Angaben von Blum vollauf bestitigte. Hartmann fand die Dejodase 
vorzugsweise in der Leber, aber auch mit geringerer Wirksamkeit in 
Nierenschnitten, Darmschleimhaut und Muskulatur. Auch Schilddriise 
konnte Dijodtyrosin dejodieren. Er untersuchte die Jodabspaltung nicht 
nur von Dijodtyrosin, sondern auch die im gleichen Laboratorium von 
uns 1942/43 ‘hergestellten: Dijod-#-oxyphenylmilchsiure, Dijod-#p- 
oxyphenylbrenztraubensiure und Dijod-f-oxyphenylessigsiure*®. Auch 
aus diesen jodhaltigen Verbindungen spaltet Leberdejodase, wenn auch 
in viel geringerem MaBe als aus Dijodtyrosin anorganisches Jodid ab. 
Eine besondere Stellung nimmt darunter Dijod--oxyphenylbrenztrauben- 
sdure ein, ein Kérper, welcher schon ohne Fermentwirkung spontan in 
wasseriger Lésung reichlich Jodid abspaltet, unseres Wissens ein Novum. 

Beim bakteriellen Abbau von Dibromtyrosin mit B. cols®® zeigte 
es sich, daB durch die Bakterientitigkeit die Spontanabspaltung (10% 
des Gesamtbroms) um 30—40% erhéht wird. Daneben wurde 40% des 
verwandten Dibromtyrosins durch NH,-Abspaltung abgebaut, und es 
konnten 10% als (+) Dibrom-f-oxyphenylmilchsiure isoliert werden. 
Zum Vergleich fiihrte der bakterielle Abbau des jodhaltigen Tyrosins, 
des Dijodtyrosins, zwar nicht zur Isolierung eines jodhaltigen Abbau- 
produktes™, aber wir sahen, da8 B. coli aus Dijodtyrosin reichlich 
organisch gebundenes Jod als anorganisches Jodid abzuspalten vermag. 
Das nach Dejodierung gebildete halogenfreie Tyrosin wurde zu Tyramin 
decarboxyliert und als solches isoliert. 

Krayer® spritzte Ratten intravenéds 3 mg Dijodtyrosin. Nach 
6 Stdn. wurden 16% Jod durch die Galle ausgeschieden. Nach Injektion 

20 G. Habild, diese Z. 285, [1950]. 

21 F, Blum u. Griitzner, diese Z. 110, 276 [1920]; F. Blum, W. Leistner 
u. G. Voigt, Schweiz. Med. Wschr. 1941, 811 u. 836. 

22 N. Hartmann, Diss. Greifswald 1944/45. 

23 G. Habild, unver6ffentl. Synthesen. 


* G. Habild, Z. Biologie 99, 421 [1939]. 
25 Q. Krayer, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 128, 


116 [1927]. 
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der gleichen Jodmenge als Kaliumjodid erschienen nur 5% Jod in 
der Galle. Man muB daraus schlieBen, daB Dijodtyrosin oder hieraus 
durch Abbau entstandene organische Jodverbindungen mit der 
Galle in den Darm gelangen. 

Foster und Gutmann” verfiitterten Dijodtyrosin an Kaninchen 
und verfolgten die Jodausscheidung im Harn der Tiere. Sie fanden, 
da8 neben 60% unverandert ausgeschiedenem Dijodtyrosin 18% zu 
(+-) Dijod-p-oxyphenylmilchsiure und 10% zu anorganischem Jodid 
abgebaut wurden. In unseren eigenen Versuchen?’? wurde sowohl nach 
parenteraler als auch nach peroraler Verabfolgung von Dijodtyrosin 
Dijod-p-oxyphenylmilchsaure gebildet. Wir fanden, daB 16% bzw. 18% 
Dijodtyrosin — nach Verfiitterung — durch Jodabspaltung abgebaut 
wurden. 

Es galang nicht, die jodhaltige Ketosiure im Harn zu isolieren. Daf diese 
mit dem Hirn iiberhaupt ausgeschieden wird, ist auSerordentlich unwahrscheinlich, 
da wir den Versuch machten und Dijod-p-oxyphenyibrenztraubenséure einem 
Kaninchen intravenés injizierten. Im kurze Zeit darauf gelassenen Harn war nur 
die halogenhaltige Oxysiure, aber nicht die Ketosiure nachweisbar?’. Daraus laBt 
sich mit gréB8ter Wahrscheinlichkeit schlieBen, daB die im Stoffwechsel primir 
gebildeten Ketoséuren sogleich im Organismus durch asymmetrische Reduktion 
zu halogenhaltigen Oxyséuren reduziert werden. Nun wire es durchaus mdglich, 
da8 durch Darmbakterien ein Teil der im tierischen Organismus gebildeten Keto- 
siure reduziert wird, falls solche mit der Galle in den Darm gelangt, oder durch 
die Darmschleimhaut ausgeschieden wird. Die Untersuchungen von Krayer 
sprechen jedenfalls sehr in dem Sinne, da8 mit der Galle auch organische Jod- 
verbindungen — nach parenteraler Dijodtyrosin-Verabfolgung — ausgeschieden 
werden, 

In unseren eigenen Versuchen am Kaninchen erhielten wir nach 
parenteraler Einverleibung von Dijodtyrosin regelmaBig die links- 
drehende, nach Verfiitterung die rechtsdrehende Dijod-f-oxyphenyl- 
milchsiure. 

Wahrend halogenfreies Tyrosin beim Alkaptonuriker die Menge der 
Homogentisinsiure vermehrt, ist das nach von Verfiitterung von Dijod- 
tyrosin nicht der Fall?*. Offenbar erfolgt die Dehalogenierung des sub- 
stituierten Tyrosins zu langsam und es werden nur ungeniigende Mengen 
jener aromatischen, halogenfreien Kérper gebildet, die der Alkaptonuriker 
zu Homogentisinsaéure abbaut. 

SchlieBlich wurden auch kiinstliche halogenhaltige Aminosauren fiir 
Abbaustudien herangezogen. Nach Verfiitterung von m-Chlorpheny]l- 
alanin an Kaninchen fand Flatow?® im Harn der Tiere reichlich Chlor- 
phenylbrenztraubensiure und (—) Chlorphenylmilchsiure. Friedmann 
und Mosse®® isolierten aus Hundeharn nach Verfiitterung von #-Chlor- 


°6 G. L. Foster u. A. B. Gutmann, J. biol. Chemistry 204, 219 [1931]. 
27 G. Habild, unveréffentl. Versuche. 

28 E. Abderhalden, B. Bloch u. P. Rona, diese Z. 52, 435 [1907]. 
29 L. Flatow, diese Z. 64, 367 [1910]. 

30. Friedmann u. C. Mosse, Biochem. Z. 27, 97 [1910], 
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phenylalanin, die ~-Chlor-phenacetursiiure Es war also hier im Stoff- 


wechsel zur Bildung der #-Chlorphenylessigsiure gekommen. 
Beziiglich des Abbaus des 3.5-Dibrom-tyrosins ergaben sich nun- 


mehr fiir uns folgende Fragen: 

1. Wie groB ist die Gesamtbromausscheidung nach Verabfolgung von 
Dibromtyrosin a) durch die Niere, b) durch den Darm. 

2. Wie groB sind im Harn die prozentualen Anteile an der Gesamt- 
bromausscheidung von a) Bromiden, b) bromhaltigen stickstoffreien 
Abbauprodukten und c) unveriindertem Dibromtyrosin. 


ae + CH,-CO(NH) -CH,-COOH 


p-Chlorphenacetursaiure 


Beschreibung der Versuche 


Fir die an Kaninchen ausgefiihrten Abbauversuche wurden drei verschiedene 
Dibromtyrosinpraparate angewandt. 

Praparat I: Dibromtyrosin aus Tabletten des Handels (Hoffmann-La Roche). 
Es war Dibrom-l-tyrosin, welches wir beim bakteriellen Abbau mit B. colt benutzt 
hatten”*, Die Analysendaten und Proben fiir die Reinheit des Praparats lagen 
damit bereits vor. 

Praparat II: In Eisessig suspendiertes /-Tyrosin* wurde nach Zeyneck* 
mit der berechneten Menge Brom behandelt. Nach zweimaligem Umkristallisieren 
war Dibrom-l-tyrosin analysenrein. Schmp. 230°. 

29,11 mg Sbst.: 30,48 mg CO,, 9,10 mg H,O. — 27,32 mg Sbst.: 0,94 com Ny 
(758 Torr, 22° C). — 386,6 mg Sbst.: 39,8 mg Gewichtsverlust (80° C, 0,1 Torr, 
P,0,;, 35). 

(,H,O;NBr, - 2H,0 (375,04). Ber. C 28,82, H 3,49, N 3,74, H,O 9,61. 

Gef. C 28,57, H 3,50, N 3,89, H,O 10,30. 

92,7 mg Sbst., 2,1150 g Lésung (50% Athanol). Spezif. Gew. 1,0470, « = 
+ 0,06° (1-dm-Rohr). 

[Jp = + 1,319 


Praparat ILL: d,l-Tyrosin. Durch Bromieren von aus Seide bereitetem 
d,l-Tyrosin hergestellt. Schmp. 232°. Bis zur Gewichtskonstanz bei 80° im Hoch- 
vakuum iiber P,O, getrocknet. 

29,77 mg Sbst.: 34,08 mg CO,, 7,20 mg H,O. — 53,68 mg Sbst.: 2,97 ccm 
n/10-Bry. 

C,H,O,NBr, (338,90). Ber. C 31,88, H 2,68, Br 47,15. 

Gef. C 31,29, H 2,77, Br 47,05. 


[a] 2° — 0°. 


A. Gesamtbrombestimmung in Fliissigkeiten und festen Stoffen 
Es wurden zwei verschiedene Verfahren benutzt. Da meist gréBere Brom- 
mengen zu bestimmen waren, wurde im allgemeinen das einfachere Verfahren mit 
Soda-Salpeter-Aufschlu8 benutzt. Die Lésung der Soda-Salpeterschmelze wurde 


31 R. Zeyneck, diese Z. 114, 275 [1921]. 

32 W. Jessen, Diss. Greifswald 1944/45. 

33 C. Paal, Ber. dtsch. chem. Ges. 28, 2407 [1895]. 

* Wir méchten der Fa. Knoll A.G. fiir die Uberlassung des Praparats auch 
an dieser Stelle danken. 
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mit Schwefelsiure (20%) angesiuert und das Bromid elektrometrisch mit n/10- 
Silbernitrat titriert. Einzelheiten der Methodik wurden bereits friher?° beschrieben. 
Bei geringeren Brommengen unter 1—2 mg Brom bewihrte sich die Veraschung 
mit Chromschwefelsiure nach Leipert’. 


B. Bromidbestimmung im Harn 

Es muBte ein Verfahren gewahlt werden, welches gestattet, Bromide neben 
Chloriden und organisch gebundenem Brcm zu analysieren. Hierfiir eignete 
sich ebenfalls die elektrometrische Bestimmung der Bromide mit n/10-Silber- 
nitrat in verd. Schwefelsaure. 

Wenn die Bromidmengen im Harn oder in den K6rperflissigkeiten klein sind, 
so ist es vorteilhafter, wie eigene Versuche zeigten, Bromide mit 2-n. Silbernitrat 
in schwefelsaurer Lésung (pq2—3) zu fallen. Man siuert mit verd. Schwefelsiure 
an, da durch Salpetersiure organisch gebundenes Brom in Freiheit gesetzt wird. 
Der mit verd. Schwefelsiure und dann mit 90-proz. Athanol mehrfach gewaschene 
Niederschlag (absaugen der Lésung mit einem Filtrierstibchen) wird anschlieBend 
im Becherglas mit Zinkstaub in der Warme nach Doering® zerlegt. Es bilden 
sich hierbei die Zinkhalogenide, welche nach Leipert® mit Natriumhypochlorit- 
lésung oxydiert werden. Das dabei gebildete Bromat setzt man mit Kaliumjodid 
um, und titriert das Jod in salzsaurer Lésung mit Thiosulfat gegen Starke. 


C. Verfolgung der Bromausscheidung nach Verfitterung 
von Kaliumbromid 
Um Vergleiche anstellen zu kénnen, wie rasch Bromide bei Einhaltung be- 
sonderer Versuchsbedingungen durch den Hain ausgeschieden werden, erhielten 
zwei Kaninchen* eine einmalige Dosis von je 5 g Kaliumbromid mit der Schlund- 
sonde in 150 cem Wasser. Zur Verbesserung der Diurese wurden mit der Sonde 
zweimal tiglich 150 cem Magermilch verabfolgt. Die mit dem Harn ausgeschie- 


dene Bromidmenge wurde elektrometrisch bestimmt. Es zeigte sich nun, daB die 
Tiere innerhalb von 10 Tagen nur etwa 3/, der verfiitterten Brommenge aus- 
schieden. Die Gesamthalogenmenge in der gleichen Zeitspanne entsprach umge- 
rechnet der insgesamt zugefiihrten Menge Brcmid. Man sieht daraus, daB Bro- 
mide im Tierkérper langere Zeit retiniert weiden. 

Unter den gewahlten Versuchsbedingungen fallen daher die im Harn gefun- 
denen Bromidmengen zu klein aus. i 


D. Perorale und parenterale Verabfolgung von 3.5 - Dibrom-tyrosin 

1. Verfiitterung von 3.5-Dibrom-l-tyrosin (Priparat II): Einem 
Kaninchen von 2,36 kg wurden mit der Sonde tiglich 3 g Dibrom-l-tyrosin, in 
8-proz. Soda gelist, in 3 Portionen gegeben; insgesamt wurden 14 g Dibrom- 
l-tyrosin verabfolgt. Zur Verbesserung der Diurese erhielt das Tier taglich dreimal 
100 com Magermilch. Das Tier lie8 fast taglich Urin, der quantitativ unter Toluol 
aufgefangen und in Einzelproben gesammelt wurde. Uber die Art der Brom- 
ausscheidung geben die Tabellen 1 und 2 Auskunft. 

Da das Kaninchen mit dem Harn 5,000 g Brom, mit dem Kot 0,507 g Brom 
ausschied, wurden insgesamt 93% Brom des verfiitterten Dibromtyrosins wieder- 
gefunden. Die einzelnen stark alkalisch reagierenden Harnportionen wurden ver- 
einigt, mit Salzsiure schwach angesduert und im Vakuum bei 20—30° eingeengt. 
Der sirupése Riickstand wurde mehrfach mit 96-proz. Alkohol extrahiert, der 
Alkohol vom Unlislichen abfiltriert und im Vakuum verjagt. Der alkohollésliche 
Teil wurde in Wasser gelést, mit Phosphorsiure auf py 2 angesiuert und dann 
im Perforator 3-mal 24 Stdn. mit Ather erschépfend extrahiert. 

* Die Tiere wurden bei allen Versuchen mit Hafer und Karotten gefiittert 
und in Stoffwechselkafigen aus Zinkblech gehalten, welche gestatteten, den Harn 
quantitativ aufzufangen. 
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Tab. 1. Zusammzenstellung der nach Verfiitterung von insgesamt 14 g Dibrom- 
l-tyrosin (Praparat II) im 24-Stdn -Urin bestimmten Gesamtbrom- und 
Brom‘dwerte. 





Verfiitterte Menge 
Brom 
(Dibromtyrosin) 
in g 


Harn-Gesamt- Harn-Bromid- 
Tag 





0,844 
1,27 
1,27 


nicht bestimmt 





3. 49 
3. 49 
. 3.49 
. 3.49 
3.49 
3.49 
3. 49 
4.49 








Tab. 2. Ubersicht tiber die Bromausscheidung nach Verfitterung von 
3.5-Dibrom-l-tyrosin (5,92 g Brom). 





Brom 
Brom (bezogen auf 
in g verfiittertes Brom) 





Gesamt Harn-Brom 5,000 

Harn-Bromide 0,169 

Harn-Brom (atherléslich) 1,550 

Dibrom-p-oxyphenylmilchsiure. . . 0,505 

Harn-Dibromtyrosin 3,281 
(berechnet aus der Differenz der 
Tabellenwerte) 

0,507 


Im Ather wurden so 1,55 g Brom gefunden. 26% des verfiitterten Dibrom- 
tyrosins wurden somit atherléslich. 

Der Ather (500 ccm) wurde 4-mal mit 10—12 cem 8-proz. NaHCO,-Lésung ge- 
schittelt. Die dann vereinigten bicarbonathaltigen Lésungen wurden mit frischem 
Ather gewaschen und mit 2-n. HCl stark angesiuert. Nach kurzer Zeit entstand 
eine kristalline Fallung, von der nach 24 Stdn. abfiltriert wurde. Ausb. 1,2 g 
Substanz, welche ebenso wie die Mutterlauge mit Dinitrophenylhydrazin-Reagens 
keine Fallung gaben, also keine Ketoséure enthielten. 

Die Kristalle wurden 2-mal aus heifem Wasser umgefallt. Die chemischen 
Eigenschaften und das mikroskopische Bild entsprachen der (+)-Dibrom-p- 
oxyphenylmilchsaure. Schmp. 84°—86° C (nach Trocknen bei 20° C, 0,1 Torr, 
P,0,, 245); Schmp. 134°—136° C (nach Trocknen bei 80° C, 0,1 Torr, P,O,, 35). 

28,41 mg Sbst.: 30,97 mg CO,, 7,45 mg H,O. — 74,8 mg Sbst.: 5,0 mg Ge- 
wichtsverlust (80° C, 0,1 Torr, P,O,;, 34). 

C,H,0,Br, - H,O (357,91). Ber. C 30,18, H 2,82, H,O 5,03. 

Gef. C 29,73, H 2,93, H,O 6,69. - 
p Sagan Sbst., 1,0658 g Lésung (50% Athanol), Spezif. Gew. 0,9540, « = 
+ 0,052°. 








[o> = + 0,979. 

2. Verfitterung von 3.5-Dibrom-l-tyrosin (Praparat II): Ein Kanin- 
chen von 3,0 kg erhielt taglich 3 g Dibrom-l-tyrosin, in 8-proz. Soda gelést, ins- 
gesamt 14 g Dibrom-tyrosin mit der Schiundsonde. Die Bromausscheidung ist in 
den Tabellen 3 und 4 zusammengestellt. 
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Tab. 3. Zusammonstellunz der nach Verfiitterunz von insgesamt 14 g Dibrom- 
l-tyrosin (Praparat II) im 24-Stdn -Urin bast:mmten Gesamtbrom- 
und Brom dwerte. 





Verfiitterte Menge 
Brom 
(Dibromtyrosin) 


Harn-Gesamt- Harn-Bromid- 
Brom Brom 
: ine 


Tag 





in g 

22. 3.49 0,844 
23. 3.49 1,27 
1,27 
1,27 
1,27 


0,088 
0,037 
0,017 
0,031 
0,059 
nicht bestimmt 


24. 3.49 
25. 3. 49 
26. 3.49 
27.3. 49 
30. 3.49 

2.4.49 











Tab. 4. Ubersicht tiber die Bromausscheidung nach Verfiitterung von 
3.5-Dibrom-l-tyrosin (5,92 g Brom). 





Brom 
Brom (bezogen auf 

in g verfiittertes Brom) 
in % 


Gesamt Harn-Brom 5,292 89,4 

Harn-Bromide 0,232 3,9 

Harn-Brom (atherléslich) 3,529 59,6 

Dibrom-p-oxyphenylmilchséure . . . 1,026 17,2 

Harn-Dibromtyrosin ° 1,536 26,0 
(berechnet aus der Differenz der 
Tabellenwerte) 











0,527 8,9 


Wie ersichtlich, wurden im Harn 5,292 g Brom bestimmt. Mit dem Kot 
wurden 0,527 g Brom ausgeschieden. Insgesamt wurden also 98° Brom des ver- 
fiitterten Dibromtyrosins wiedergefunden. Der Harn wurde dann genau wie in 
Versuch 1 aufgearbeitet. Der Ather enthielt nach Extraktion 3,524 g Brom. Es 
wurdensomit 59,2 % des Broms aus dem verfiitterten Dibromtyrosin 4therléslich. 

2,5g einer kristallinen Fallung, d.s. 17,2% der verfiitterten Brom- 
gorgosiure, konnten erhalten werden. Die Substanz wurde zweimal aus heiBem 
Wasser umkristallisiert. Es handelte sich um (+)-Dibrom-p-oxyphenylmilch- 
saure. Die bromhaltige Oxysiure und die Mutterlauge gaben mit Dinitrophenyl- 
hydrazinreagens keine Fallung, waren also frei von Ketosiure. Schmp. 84°—86° C 
(nach Trocknen bei 20°C, 0,1 Torr, P,O;, 242), Schmp. 133°—135°C (nach 
Trocknen bei 80° C, 0,1 Torr, P,O;, 35). 

29,79 mg Sbst.: 37,03 mg CO,, 9,17 mg H,O. — 160,1 mg Sbst.: 9,7 mg Ge- 
wichtsverlust (80° C, 0,1 Torr, P,O;, 3h). 

C,H,0,Br, - H,O (357,91). Ber. C 30,18, H 2,82, H,O 5,03. 

Gef. C 29,79, H 3,03, H,O 6,05. 

61,7 mg Sbst.: 1,0324 g Lésung (50% Athanol), spezif. Gew. 1,0537, « = 
+ 0,13° (1-dm-Rohr). 

[]> = + 2,119, 

3. Intraperitoneale Injektion von 3.5-Dibrom-l-tyrosin (Pra- 
parat I): Ein Kaninchen mit 3,1 kg Gewicht erhielt tiglich 2-mal 3.5-Dibrom- 
tyrosin, in wenig verdiinnter Natriumbicarbonatliésung warm gelést, intraperitoneal. 
Insgesamt wurden 12 g Dibromtyrosin injiziert. Damit das Tier taglich Harn lieB, 
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wurden mit der Schlundsonde 3-ma] taglich 100 cem Magermilch verfittert. Das 
Tier vertrug die Injektionen anfangs gut. Dann traten deutliche Reaktionen im 
Sinne von peritonitischen Reizerscheinungen auf, die aber meist nach 1—2 Stdn. 
abgeklungen waren. Vorgesetztes Futter wurde kaum gefressen. 

5 Tage nach Versuchsbeginn wurden die Urinportionen vereinigt, der Harn 
analysiert und anschlieBend aufgearbeitet (Tab. 5). 


Tab. 5. Ubersicht tiber die Bromausscheidung nach Injektion von 
3.5-Dibrom-l-tyrosin (5,12 g Brom). 





Brom (bezogen auf 
‘ injiziertes Brom) 
in g in % 


Brom 





Gesamt Harn-Brom 2,742 

Harn-Bromide 0,085 

Harn-Brom (atherléslich) 0,720 

Dibrom-p-oxyphenylmilchséure . . 0,134 - 

Harn-Dibromtyrosin 1,937 
(berechn. aus d. Differenz d. Ta- 
bellenwerte) 








Mit dem Harn wurden somit 2,742 g Brom ausgeschieden, das sind 53,6% 
Brom der verabfolgten Bromgorgosaure. 

720 mg Brom wurden atherléslich, das sind 26% des Harnbroms. 
300 mg Dibrom-p-oxyphenylmilchsiure konnten isoliert werden, ein 
Anhaltspunkt fiir Bildung von Ketosiiure konnte nicht gefunden werden. 
Schmp. 82° C (nach Trocknen bei 20° C, 0,1 Torr, 24», P,O;). Schmp. 134°—135° C 
(nach Trocknen bei 80° C, 0,1 Torr, 3h, P,O,). 

25,70 mg Sbst.: 28,25 mg CO,, 6,60 mg H,O. — 146,5 mg Sbst.: 8,6 mg Ge- 
wichtsverlust (80° C, 0,1 Torr, P,O,;, 35). 

C,H,0,Br, - H,O (357,91). Ber. C 30,18, H 2,82, H,O 5,03. 

Gef. C 29,98, H 2,87, H,O 5,87. 

57,2 mg Sbst.: 1,0935 g Lésung (50° Athanol), spezif. Gew. 0,9502, a = 
+ 0,066° (1-dm-Rohr). 

[oJ = + 1,33°. 


4. Intraperitoneale Injektion von 3.5-Dibrom-l-tyrosin (Pra- 
arat I): Ein Kaninchen, 3,55 kg schwer, erhielt unter den gleichen Versuchs- 
ingungen wie in Versuch 3 taglich 2-mal 1,5 g Dibromtyrosin, insgesamt 10 g. 
Das Tier vertrug die Injektionen leidlich gut und fraB auch etwas. Der Harn wurde 
7 Tage nach Versuchsbeginn analysiert und aufgearbeitet (Tab. 6). 


Tab. 6. Ubersicht iiber die Bromausscheidung nach Injektion von 
3.5-Dibrom-l-tyrosin (4,26 g Brom). 





Brom (bezogen auf 
Brom injiziertes Brom) 
in g in % 





Gesamt Harn-Brom 2,202 51,7 

Harn-Bromide 0,152 3,6 

Harn-Brom (atherléslich) 0,336 7,9 

Dibrom-p-oxyphenyimilchsaure . . — — 

Harn-Dibromtyrosin 1,714 40,2 
(berechn. aus d. Differenz d. Ta- 
bellenwerte) 
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Mit dem Harn wurden somit 2,202 g Brom ausgeschieden. Atherléslich 
wurden 336 mg, das sind 15% des Harnbroms. Die bromhaltige Oxysaure 
konnte nicht gefunden werden. Anhaltspunkte fiir Bildung von Dibrom-p- 
oxyphenylbrenztraubensaure lagen nicht vor. 

5. Intraperitoneale Injektion von 3.5-Dibrom-d,l-tyrosin 
(Pra paratIII): Ein Kaninchen, 2,52kg schwer, erhielt taglich 2-mal 1,5 g Dibrom- 
tyrosin intraperitoneal, insgesamt 18 g injiziert. Nach den Injektionen war das 
Tier ziemlich mitgenommen, erholte sich aber wieder. Die Harnportionen von 
11 Tagen wurden gesammelt und analysiert (Tab. 7). 


Tab. 7. Ubersicht iiber die Bromausscheidung nach Injektion von! 
3.5-Dibrom-d,l-tyrosin (7,66 g Brom). 





Brom (bezogen auf 
Brom injiziertes Brom) 
in g in % 





Gesamt Harn-Brom 3,677 47,8 
Harn-Bromide nicht bestimmt — 
Harn-Brom (atherléslich) 0,600 7,8 
Dibrom-p-oxyphenylmilchsiure . . . 0,090 ry 








Es wurden 3,677 g Brom im Harn gefunden, entspr. etwa 48% Brom der 
verabfolgten Aminosdure. Man sieht, da8 die Bromausscheidung nach Injektion 
von Dibromtyrosin nur langsam erfolgt. Nur 600 mg Brom — das sind 16% des 
Gesamtharn-Broms — wurden in atherléslicher Form ausgeschieden. Es ge- 
lang, 200 mg (+)-Dibrom-p-oxyphenylmilchsaure zu isolieren. Schmp. 
79° C (20° C,0,1 Torr, 24h, P,O;). Schmp. 134°—135° C (80° C, 0,1 Torr, 34, P,O;). 

24,10 mg Sbst.: 26,05 mg CO,, 6,20 mg H,O. — 70,6 mg Sbst.: 5,0 mg Ge- 
wichtsverlust (80° C, 0,1 Torr, 34, P,O;). 

C,H,0,Br, - 11/, H,O (366,92). Ber. C 29,44, H 3,02, H,O 7,37. 

Gef. C 29,48, H 2,88, H,O 7,08. 

51,0 mg Sbst.: 1,1020 g Lésung (50% Athanol), spezif. Gew. 0,9408, « = 

+ 0,04° (1-dm-Rohr). 


[a] = + 0,96°. 


E. Darstellung von 3.5-Dibrom-p-oxyphenylbrenztraubensaure 


3.5-Dibrom-p-oxybenzaldehyd kondensiert sich leicht mit Hippursaure 
zum Azlacton. Das Azlacton wird in heiBer Sodalésung verseift, und das verseifte 
Produkt in kochender Natronlauge im Stickstoffstrom bis zur Ketosiure auf- 
gespalten. Nach Abkiihlen und Ansaéuern der Lésung fallt der Kérper kristallin 
aus. Dibrom-p-oxyphenylbrenztraubenséure wurde auf diese Weise frither zu- 
sammen mit Jessen dargestellt®*. Die Darstellung der Ketosiure lift sich ver- 
einfachen, wenn man das Azlacton direkt zur Ketosaure aufspaltet. 

1, 3.5-Dibrom-p-oxybenzaldehyd: Nach Paal*® addiert p-Oxybenzal- 
dehyd in Eisessig 1 Mol. Brom. 50 g p-Oxybenzaldehyd werden in 200 com 
Eisessig gelést. Man fiigt unter Kihlen an der Wasserleitung 130 g Brom in 
100 ccm Eisessig in Portionen hinzu. Die Lésung wird in Wasser gegossen und 
der entstehende Niederschlag aus Athanol umkristallisiert. Ausb. 93g (80% d.Th.); 
Schmp. 178°, 

2. Azlacton: 80 g. 3.5-Dibrom-p-oxybenzaldehyd, 19,92 g frisch ge- 
schmolzenes Natriumacetat und 51,2 g Hippursaéure werden fein gepulvert, 
innig verrieben, dann sorgfaltig mit Essigsiureanhydrid vermischt und in einer 
Schale auf dem kochenden Wasserbad bis zur Trockene geriihrt. 
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Nach dem Abkithlen wird die feste Masse pulverisiert und mit heiBem Wasser 
und warm2m 70-proz. Athanol auf der Nutsche gewaschen. Aus heiBem Chloro- 
form umkristallisiert; Ausb. 90 g Azlacton (68% d. Th.). 

3. Aufspaltung des Azlactons zur 3.5 Dibrom-p-oxyphenylbrenz- 
traubenséure: 60g Azlacton und 500 ccm 20-proz. Natronlauge und etwa 
5 g blankes Silberblech oder Silberwolle la8t man 30—45 Min. in einem Weithals- 
rundkolben unter Rithren und Einleiten von N, auf dem Drahtnetz solange kochen, 
bis kein Ammoniak entweicht. Nach Beendigung der Reaktion abkiihlen lassen, 
mit Wasser 1:1 verdiinnen und mit 2-n. HCl kongosauer machen. Die ersten 
schmierigen Anteile des Niederschlags werden verworfen. Die dann entstehende 
weiBe, kristalline Fiillung betragt 13,5 g (31°% d. Th.). Nach Sattigung der Mutter- 
lauge mit Kochsalz und Stehenlassen im Hisschrank kristallisiert noch eine kleinere 
Menge Ketosiure aus. Aus 60-proz. Athanol durch Verdiinnen mit Wasser, um- 
kristallisieren. Schmp. 190°—193° C (unter Zers.). 

32,62 mg Sbst.: 38,30 mg CO,, 5,53 mg H,O. 

C,H,0,Br, (337,97). Ber. C 31,98, H1,79. Gef. C 32,02, 11,90. 

3,5 Dibrom-p-oxyphenylbrenztraubensiure ist schwerléslich in Wasser und 
waBrigen Mineralsauren, leichtléslich in wa8rigen, alkalischen Lésungen: Methanol, 
Athanol, Aceton, Ather, Essigester. Sie bildet aus verd. Alkohol kleine Nadel- 
biischel. Raduziert indar Warm3F ehling-Reagens und in der Kalte ammoniakalische 
Silberlésung. Mit Phenylhydrazin und Dinitrophenylhydrazin entsteht eine Fallung. 
Mit Bleiacetat und Bleisubacetat entsteht ein schwerlésliches Bleisalz. 


F. Identifizierung der im Harn gefundenen bromhaltigen Siuren 
{mit Dibrom-p-oxyphenylmilchsaure 

Die beim Abbau von 3.5-Dibrom-tyrosin vom Tierkérper gebildeten und mit 
dem Harn ausgeschiedenen bromhaltigen, organischen Siuren stimmen sowohl in 
ihren chemischen Eigenschaften, im Schmelzpunkt, als auch im mikroskopischen 
Bild iiberein. Sie erwiesen sich weitgehend identisch mit der synthetisierten Dibrom- 
p-oxyphenylmilchsaure. Die gefundenen Siuren, welche rechtsdrehend waren, unter- 
scheiden sich wesentlich von folgenden Verbindungen: Dibrom-p-oxyphenyl- 
propionsiéure, Dibrom-p-oxyphenylessigsiure?® und Dibrom-p-oxyphenylbrenz- 


traubensaure. 
Die wasserfreie Dibrom-p-oxyphenylmilchsiure schmilzt bei 136°—138°. Das 


Kristallwasser wird erst bei Trocknen bei 80° C im Hochvakuum abgegeben. Die 
wasserhaltige inaktive Oxysiure schmilzt zwischen 76°—84°, erstarrt wieder 
bei ansteigender Temperatur und schmilzt erneut bei 136°—138°. Auch im Vor- 
handensein mehrerer Schmelzpunkte zeigt die bromhaltige Oxyséure ihre nahe 
Verwandtschaft mit der halogenfreien p-Oxyphenylmilchsaure. 

Der Mischschmelzpunkt der aus dem Harn erhaltenen bromhaltigen Séuren 
mit synthet. Dibrom-p-oxyphenylmilchsiure ergab keine Depression. 


Erérterung der Versuchsergebnisse 


Der Abbau von 3.5-Dibrom-tyrosin im Tierkérper kann auf zwei 
Wegen erfolgen. 

Der typische Hauptweg des Abbaus von Dibromtyrosin ist 
eine primar beginnende Abspaltung des organisch gebundenen 
Broms. Die Menge des bei der Debromierung im Stoffwechsel gebil- 
deten anorganischen Bromids liBt sich, da Bromide im Organismus 
lingere Zeit retiniert werden, in kurzdauernden Bilanzversuchen 
nicht genau bestimmen. Die Bromidmengen werden eigentlich immer 
zu niedrig gefunden. Nach Verfiitterung von Kaliumbromid konnten 
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in sechs Tagen — es handelte sich um mehr orientierende Versuche — 
nur etwa 1% des verfiitterten Bromids im Harn nachgewiesen werden. 

Bei den Fiitterungsversuchen mit Dibromtyrosin (Versuchsdauer 
insgesamt 11 Tage) schieden die Kaninchen mit dem Harn ctwa 40°/, 
in unvcrand:rter Form und 3—4% des verfiitterten Gesamtbroms als 
anorganisches Bromid aus. Da die Tiere nur 7% bzw. 2°% Brom retiniert 
hatten, ist man berechtigt anzunehmen, daB immerhin 5—10% des ver- 
fiitterten Dibromtyrosins durch Debromierung abgebaut werden. Wenn 
man damit die Werte der Jodabspaltung nach Verfiitterung von Dijod- 
tyrosin vergleicht, so werden etwa gleichgroBe Mengen Jodid wie Bro- 
mid gebildet. Die Frage, ob die Debromierung und Dejodierung in der 
Leber durch ein gleiches Fermentsystem erfolgen, steht noch offen. 

Weiterhin vollzieht sich unter diesen Versuchsbedingungen der Ab- 
bau von Dibromtyrosin auf dem Nebenweg der primar beginnenden 
Desamidierung. Nach Verfiitterung der bromhaltigen Aminosiure 
fanden wir 30% und 60% des im Harn erscheinenden Broms in orga- 
nischer Bindung und stickstoffrei. Durch die Abspaltung von Ammoniak 
entstanden atherlésliche, bromhaltige, aromatische Verbindungen. Ein 
groBer Teil dieses atherléslichen Broms wurde als (+)-Dibrom-?- 
oxyphenylmilchsaure isoliert. 1,2 g und 2,5 g der bromhaltigen 
Oxysiure wurden aus 14 g Dibromtyrosin im Stoffwechsel gebildet. 
Hingegen lieB sich die bromhaltige Ketosiure nicht auffinden. Es wird 
vermutet, daB diese sogleich zur Oxysiure reduziert und mit dem Harn 
ausgeschieden wird. 

Auch bei den Injektionsversuchen fanden wir, da8 (+-)-Dibrom-A- 
oxyphenylmilchsaure aus Dibromtyrosin gebildet wird. Die durch Des- 
amidierung entstandene Menge atherléslichen Broms war aber verhiiltnis- 
maBig klein (1,2°/,). Wesentliche Unterschiede zwischen dem Abbau nach 
parenteraler und peroraler Verabfolgung von Dibromtyrosin konnten 
jedoch nicht festgestellt werden. Es fiel weiterhin auf, daB nach intra- 
peritonealer Injektion das Brom stark retiniert wurde. Nach 5—10 
Tagen wurden durch die Nieren etwa 50% des zugefiihrten Broms aus- 
geschieden. Im gleichen Zeitraum — nach peroraler Verabfolgung — 
erschienen 80—90% Brom im Harn. 

Die Abweichungen der Versuche untereinander lassen einen — 
wenn auch vielleicht nur geringen — Einflu8 von Darmfermenten oder 
Darmbakterien auf den Abbau von Dibromtyrosin méglich erschei- 
nen. Diese Frage kann aber erst im einzelnen beantwortet werden, wenn 
weitere Versuchsergebnisse hieriiber vorliegen. 


Zusammenfassung 


1. Beim Abbau von 3.5-Dibrom-tyrosin wird ein Teil des organisch 
gebundenen Broms im Tierkérper abgespalten. 

2. Ein groBer Teil des Dibromtyrosins wurde durch Desamidierung 
im Tierkérper abgebaut. Als Abbauprodukt konnte sowohl nach per- 
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oraler, als auch nach parenteraler Verabfolgung (+)-Dibrom-#- 
oxyphenylmilchsaure isoliert werden, welche sich identisch mit 
synthet. Dibrom-p-oxyphenylmilchsaure erwies. 

3. Ein Verfahren zur Darstellung von 3.5-Dibrom-f-oxyphenyl- 
brenztraubensaiure wurde beschrieben. 


Wir sind Hrn. Dr. Neumann, Chem -Analyt. Abt. der Firma Sarto- 
rius, Gottingen fiir die Antertigung der zahlreichen Analysen (C H u. N nach 
Dumas) sehr dankbar. 


Biochemie verzweigter Carbonsauren 
II, Mitteilung: 


Bakteriostatische und fungistatische Wirkung aliphatischer Carbonsauren 
und Alkohole 


Von 
Giinther Weitzel “und Ernst Schraufstitter 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochem. Abtlg.) der Max-Planck- 
Gesellschaft, Gittingen, und dem Laboratorium Dr. R. Pfleger, Erlangen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Januar 1950) 


Die therapeutische Verwendung des Chaulmoograéls bei Lepra, 
der giinstige Einflu8 fettreicher Kost bei Tuberkulose, die besondere 
Rolle der Lipoide im Stoffwechsel siurefester Bakterien und die Auf- 
findung verzweigter Fettsaiuren in Tuberkelbazillen haben immer wieder 
dazu angeregt, Fettsubstanzen in vitro und in vivo auf antituberkulare 
Wirksamkeit zu priifen. 

Als wirksame Bestandteile des Chaulmoogradls, das seit Jahrhun- 
derten zur Behandlung der Lepra dient, gelten zwei optisch aktive, 
ungesattigte Fettsiuren: Chaulmoograsiure (4*-Cyclopentenyl-1-tride- 
cansiiure) und Hydnocarpussiure (4*-Cyclopentenyl-1-undecansaure). 
Eine sehr groBe Zahl verwandter Verbindungen und chemischer Deri- 
vate dieser beiden Substanzen ist hergestellt und chemotherapeutisch 
gepriift worden. Eingehende Zusammenfassungen dieses Gebietes gaben 
SchloBberger! und Wagner-Jauregg*. Adams und Mitarb.® * 
fanden jedoch, da8 nicht nur alicyclische, sondern auch rein alipha- 
tische Fettsiuren, besonders solche mit 15—18C-Atomen, Lepra- 


1H. Schlo8berger, Chaulmoograél und Verwandtes, Handb. exp. Pharm. 
5, 1—127, Berlin 1937. 

? Th. Wagner-Jauregg in ,,Chemotherapie“, Herausgeg. von F.Schén- 
héfer, Naturforschung u. Medizin in Deutschland 1939—1946 (Fiat Review), 
Dieterich Wiesbaden 1948. Bd.43, S.183—202. 

' 3? W.M. Stanley, M.S. Jay u. R.Adams; J. Amer. chem. Soc. 51, 1261 
1929]. 
4 W.M. Stanley, G.H. Coleman, C.M. Greer, J. Sacks u. R. Adams, 
J. Pharmacol. exp. Therapeut. 45, 121 [1932]. 
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bazillen im Wachstum hemmen. Eine der wirksamsten, die 2-n. Heptyl- 
nonansaiure (= Bis-[n-heptyl]-essigsiiure) wurde klinisch erprobt, lieB 
sich aber wegen ihrer gewebereizenden Eigenschaften nicht in die 
Therapie einfiihren. Da der Lipoidgehalt saurefester Bakterien auf- 
fallend hoch ist, lag es nahe, die antileprése Wirkung aller dieser Sub- 
stanzen auf eine Stérung des bakteriellen Lipoidstoffwechsels zuriick- 
zufiihren und das gleiche Prinzip auf Tuberkelbazillen anzuwenden. 
Es zeigte sich aber, daB die gegen Lepra gut wirksamen Substanzen 
— Chaulmoograsiure selbst, ihre Derivate, synthetische alicyclische 
und einige aliphatische Fettsiuren — gegeniiber Tuberkelbazillen nur 
wenig wirksam waren® *, Dagegen scheint neuerdings eine andere ali- 
cyclische Verbindung, die #-Cyklohexyl-cyclohexansiure, zum Aus- 
gangsstoff einer ganzen Reihe stark wirksamer tuberkulostatischer Ver- 
bindungen zu werden®. 

Aufbauend auf den Befunden von Adams, der schlieBlich nicht 
einer bestimmten chemischen Konstitution, sondern allgemeinen physiko- 
chemischen Eigenschaften die antibakterielle Wirkung zuschrieb, fand 
Barry® bei den Halbestern einfach und doppelt alkylierter Bernstein- 
siuren, wiederum mit 15—18 Kohlenstoffatomen, sehr kraftige anti- 
tuberkulare Effekte in vitro, z. B. bei Tetradecylbernsteinsiure oder 
«-Methyl-«’-dodecylbernsteinséure. Aber auch die gewéhnlichen nor- 
malen Fettsiuren erwiesen sich als wirksam: Iijima’ untersuchte 
gegeniiber Tuberkelbazillen und anderen saurefesten Stiimmen die 
Fettsiuren C,, C,, Cs, Cg - und tso-, Cg, Cg, Crp, Cyo, Cy, Cyg und Cy. Er 
fand ein Wirkungsmaximum bei Cy). Seine Befunde wurden durch 
Wagner-Jauregg und Kiister® fiir die normalen gesittigten Fett- 
siuren Cy, Cy, Cy, bestitigt, Prigge® stellte auBerdem fest, daB das 
Natriumsalz der n-Undecansiure in vitro etwa fiinffach starker wirkt 
als dasjenige der u-Undecylensiure. Bei experimenteller Meerschwein- 
chentuberkulose fand Prigge!® Caprylsiure und Natriumeapronat 
(Dosis nicht angegeben) bei intravenéser Injektion ohne Wirkung. Er 
macht jedoch die endgiiltige Beurteilung der normalen Fettsiuren von 
der noch ausstehenden Priifung ihrer Ester im Tierversuch abhingig. 
Zu diesem Problem haben Négre und Mitarb."! Beitrige geliefert: Sie 
konnten bei experimenteller Meerschweinchentuberkulose durch sub- 
cutane Verabreichung von Stearinsiureithylester eine deutliche Ver- 
zogerung des Infektionsverlaufes feststellen, auch die Athylester der 
Arachidon-, Palmitin-, Myristin- und Caprinsiure waren wirksam, 


5 E.W.Emmart, Annu. Rev. Tubercul. 58, 83 [1946]. 

* V.C. Barry, Presid. Addr. Irish. Chem. Ass. [1946]; V.C. Barry u. 
D. Twomey, Proc. Roy. Irish Acad. Sect. B 51, 137, 145, 152 [1947]. 

? §. lijima, Tokohu J. exp. Med. 25, 424 [1935]. 

8 Th. Wagner-Jauregg u. E. Kiister, Biochem. Z. 317, 256 [1944]. 

® R. Prigge, Klin. Wschr. 1940, 1273. 

10 R. Prigge, Klin. Wschr. 1941, 658. 

1 L. Négre, A. Berthelot u. J. Bretey; C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 
202, 1816 [1936]; 204, 1372 [1937]. 
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waihrend Capryl- und Capronsiureithylester keinen EinfluB auf die 
Infektion hatten. 

Erwahnenswert sind in diesem Zusammenhang die angeblich guten 
klinischen Ergebnisse bei Lepra durch Palmél®, dessen Glyceride zu 
etwa 50% Laurin- und zu etwa 15%, Myristinsiure enthalten'*, und 
die Befunde von P. Gastinel und Mitarb. itiber die Wachstums- 
hemmung von Tuberkelbazillen durch Oliverél. Nach Dubos’ kénnen 
Fettsiuren sowohl hemmende als auch stimulierende Einfliisse auf 
Tuberkelbazillen ausiiben. Durch Serumalbumin wird die Wachstums- 
hemmung antagonistisch beeinfluBt, es kann scgar eine verstirkte Ent- 
wicklung eintreten. 

Allgemein wird angenommen, daf von auBen in hédherer Kon- 
zentration zugefiihrte Verbindungen mittlerer und héherer Ketten- 
lange den bakteriellen Lipoidstoffwechsel stéren kénnen. Besonders 
seit der Isolierung verzweigter Fettsiuren aus saurefesten Bak- 
terien lag es nahe, die antibakterielle Wirkung verzweigter Verbin- 
dungen in vitro als Verdrangungseffekt zu deuten!®. So hatte Adams® # 
gegeniiber Leprabazillen mit Palmitin- und Stearinsiure keine Wirkung 
gefunden, wohl aber z. T. sehr kraftige Effekte mit verzweigten C,,- 
und C,,-Sauren. Barry® geht soweit, das Vorhandensein einer ver- 
zweigten Kohlenstoffkette als eine der Bedingungen fiir antituberkulare 
Wirkung in vitro zu fordern. Uber die ausfiihrliche klinische Priifung 
gewisser verzweigter Fettsiuren berichteten Katsura und Mitarb.”. 
Bei 193 Patienten mit fortgeschrittener Lungentuberkulose wurde durch 
orale Verabreichung von /-Rhodinsiure, /-Dihydrorhodinséure, d- 
Citronellsiure, Geraniumsiaure, Dihydro- und Tetrahydrogeranium- 
sdure in vielen Fallen deutliche Besserung erzielt. Die benutzten Sauren 
haben alie das gleiche Kohlenstoffgeriist: 8 C-Atome in der Hauptkette 
und 2 Methylverzweigungen, und es ist in diesem Zusammenhang be- 
merkenswert, daB kiirzlich in den aus B. polymyxa (B. aerosporus) 
gewonnenen Antibiotica (Polymyxin A—E) eine ahnliche verzweigte 
Fettsaéure nachgewiesen weiden konnte, die d-6-Methyl-octansiure}®. 

Seit etwa 10 Jahren haben die Fettsiuren in der Therapie der 
Pilzinfektionen eine steigerde Bedeutung erlangt, nachdem zuerst 
von Peck und Rosenfeld?® auf die in-vitro-Wirkung von Fettsaiuren 


22 L. Lengauer, Leprosy Rev. 16, 67 [1945]; Excerpta Med. Sect. X1II.Bd- 
2, 65 [1948]. 

13 G. Jamieson, Vegetable Fats and Oils, New York 1243, 2. Aufl. S.128. 

44 P. Gastinel, A. Nevot u.P. Hebrard, Ann. Inst. Pasteur 69,43 [1943]. 

% R.J.Dubos, J. exp. Medicine 85, 9 [1947]. ; 

1% G. Weitzel, ,,Verzweigte Fettsiuren und Tuberkulose“ Ubersichtsreferat. 
Angew. Ch.60, £63 [1948]. 

17 §. Katsura, T. Nozoe u. Mitarb., J. Med. A. Formosa 40, 1557 [1941]; 
Studia Medicinae tropicalis, Suppl.J, 1, 352 [1944]; Amer. Rev. Tubercul. 58, 57 
[1948 ]. 
18 §. Wilkinson, Nature [Lcndcn] 164, 622 [1949]. 

19 §.M. Peck, u. H. Rosenfeid, J. Invest. Deimatol. 1, 237 [1938]. 
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bei pathogenen Pilzen hingewiesen und von ihnen?° auch iiber die ersten 
klinischen Erfolge berichtet wurde. Bei apathogenen Pilzen haben 
bereits friiher Kitajima und Kawamura”! die u-Fettsiuren unter- 
sucht und von Cg—C,, einen Anstieg und ab C,, einen Abfall der Wir- 
kung festgestellt. Fettsdiuren sind bei Pilzen im sauren Milieu wirksamer 
als im alkalischen**. Stoffwechselbestimmungen von Blastomyces 
dermatitidis in Gegenwart von Fettsiuren ergaben**, daB von der Essig- 
bis zur Caprylsiure der Sauerstoffverbrauch steigt, wahrend er bei 
Pelargonsdure auf die Halfte des Normalen abfallt und durch Caprin-, 
Undecyl- und Laurinsiure vollkommen unterbunden wird. Der Nach-' 
weis einer in vitro erwerbbaren Resistenz von Trichophyton gypseum 
gegen Pelargonsiure gelang Murphy und Rothman™. Bei Unter- 
suchungen zur kindlichen Mikrosporie, einer bis zur Pubertat auftreten- 
den Infektionskrankheit, konnten Rothman und Mitarb. feststellen®®, 


Tab. 1*. Hemmwirkung normaler aliphatischer Carbonsiuren. 





Mycobacterium tuberculosis . 
Tricho- 


Verbindung Typus humanus | Ty- Smeg- be phyton 
y 


H 37 
Ry | SA 























Hexansiaure 40 | 40 
Heptansaéure 60 | 40 
Octansaure 160 | 80 
Nonansaure 160 | 80 
Decansaure Z 160 | 120 
Undecansiure 160 | 160 
Dodecansaure 160 | 160 20 
Tridecansaéure 120 | 160 <= 10 
Tetradecansaure 80 | 40 < 10 
Hexadecansaure 40 | 40 < 10 
Octadecanséure 40 | 10 < 10 
Undecylensaéure 160 | 120 10 
Serumzusatz 2% 12% 2% 

* Stamm E verdanken wir Hrn. Prof. Dr. Lentze, in dessen Hygiene- 
Institut auch die Kulturversuche mit diesem Stamm und Staph. aureus aus- 


gefiihrt wurden. 






































daB das Haarfett Erwachsener in vitro etwa fiinfmal wirksamer als 
von Kindern ist. Der Effekt lieB sich auf eine Vermehrung der C;—C,- 
Fettsiuren im Haarfett des Erwachsenen zuriickfiihren. 


20 §.M. Peck, H. Rosenfeld, W. Leifer u. W. Biermann; Arch. Der- 
matol. Syphilis 39, 126 [1939]. 

*1 K. Kitajima, u. J. Kawamura, zit. n. Chem. Zbl. 1982 I, 2964. 

#2 E.J. Foley, F. Herrmann u. 8.W. Lee; J. Invest. Dermatol. 8, 
5 [1947]; E. Grunberg, Yale J. Biol Med. 19, 855 [1947]. 

23 §. Levine, u. M. Novak; J. Bacteriology 57, 95 [1949]. 

4 J.C. Murphy, u. S. Rothman; J. Invest. Dermatol. 12, 5 [1949]. 

* §. Rothman, A. Smiljanic, A.L. Shapiro u. A.W. Weitkamp, 


J. Invest. Dermatol. 8, 81 [1947]. 
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Tab.2. Hammwirkung der Athylester und Glyceride normaler Carbonsiuren. 
Mycobacterium tuberculosis 





Tricho-| Toru- 





Athylester der 


Typus humanus Ty 


Smeg- 





E 


p.| ma 
H 37 | bow. 
E Ro . 


Staph . 


aureus 
9 





lopsis 





Tridecanséure . 

Tetradecanséure. . . 
Hexadecansaéure. . . 
Octadecanséure .. . 


— {<10 
10 
10 
10 
20 
20 
40 
40 
20 


AKAAAAAAAAQA 





Triglyceride der: 
Octansaéure 


Undecylensaure . baal 


PTT Te 








Serumzusatz ... . 














2% 


irkung ‘methylverzweigter Fettséuren. 





Verbindung 
(Carboxyl-C-Atom = 1) 


Mycobacterium tuberculosis 





Typus humanus 





bov. 


Typ. | 








2-Methyl-octanséure. .. . 
2-Methyl-nonanséure. .. . 
2-Methyl-decanséure. .. . 
3-Methyl-decanséure. . . . 


2-Methyl-dodecansaure 
3-Methyl-dodecanséure 
4-Methyl-dodecansaure 


3.7.11-Trimethyl-dodecan- 


2-Methyl-tetradecansaure. . 
3-Methyl-tetradecansaéure. . 


4-Methyl-palmitinsaéure 
3.7.11 .15-Tetramethyl-pal- 
mitinséure 
2-Methyl-stearinséure 
3-Methyl-stearinséure 
4-Methyl-stearinséure 
6-Methyl-stearinséure 


2.3-Dimethyl-heptadecan- _ 


2.3-Dimethyl-stearinséure. . 
2.4-Dimethyl-stearinséure. . 


80 
80 


120 
120 
120 
120 


$158 §88/ 838] 


Go 
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Die vorstehenden Literaturangaben zeigen, daB die bakteriosta- 
tischen und fungistatischen Eigenschaften mancher Fettsiuren und 
verwandter Verbindungen nicht unbedeutend sind, wenn auch oft nur 
wenige, mit sehr unterschiedlicher Methodik gewonnene Befunde vor- 
liegen. Exakte Aussagen tiber das besondere Verhalten aliphatischer 
Verbindungen mit verzweigter Kette sind erst dann méglich, wenn 
man sie mit den entsprechenden unverzweigten Substanzen, und zwar 
méglichst liickenlosen homologen Reihen, vergleichen kann. Dem- 


Tab.4. Hemmwirkung der Athylester verzweigter Carbonsiuren. 





Mycobacterium tubercul. : 
T richo- 
pyhton 
gypseum 


Torulop- 
sis minor 





Athylester der: Typus humanus 








A 
S 


2-Methyl-hexansiure . . . 
2-Methyl-nonanséure .. . 
2-Methyl-dodecansaure . . 
3-Methyl-dodecanséure . . 
4-Methyl-dodecanséure . . 
3.7.11-Trimethyl-dodecan- 
séure 
2-Methyl-tetradecansaéure . 
4-Methyl-palmitinséure . . 
3.7.11.15-Tetramethyl-pal- 
mitinsiure .... . 
3-Methyl-stearinséure 


Serumzusatz ilyA 


id 
ooooo 


mall seul seed 


os ses 
AN AANA AAAKA 
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entsprechend befaBt sich die vorliegende Arbeit mit in-vitro-Unter- 
suchungen normaler Monocarbonsauren, deren Athylestern und Glyce- 
riden gegeniiber Bakterien und Pilzen. Fiir die Vergleichsversuche mit 
verzweigten Monocarbonsaéuren wurden zunachst nur ein- und mehr- 
fach methyl verzweigte herangezogen. AuBerdem wurden normale und 
auch einige verzweigte Alkohole gepriift. 

Substanzen: Soweit keine einwandfreien kauflichen Praparate zu erhalten 
waren, wurden die -Carbonsiuren durch Malonestersynthese aufgebaut. Sonst 
wurden sorgfaltig gereinigte Handelspraparate benutzt. Uber die Darstellung der 
verzweigten Carbonsiuren wird in Kiirze in dieser Zeitschrift berichtet werden. 
Fiir die Darstellung und Uberlassung der Trimethyidodecan- und Tetramethyl- 
hexadecansiure (Phytansiure) danken wir Hrn. Dr. O. Isler und der Firma 
Hoffmann-La Roche (Basel). Bei den Athylestern und Glyceriden wurde sorg- 
filtig darauf geachtet, daB sie keine unveresterte Siéure mehr enthielten. Die Al- 
kohole waren teils Priparate des Handels, teils von uns durch Natriumreduktion 
der entsprechenden Fettsaiureester gewonnen. Fiir die Unterstiitzung mit schwer 
zu beschaffenden Ausgangschemikalien fiir die Synthesen danken wir den Firmen 
Dr. Imhausen, Witten (Ruhr), Hoffmann-La Roche und Ciba (Basel). 

_ Austestung: Fir die séurefesten Bakterien wurde in den meisten Fallen 
die von Schraufstatter®* fiir Mycobacterium tuberculosis beschriebene Methode 


26 E. Schraufstatter, Z. Hyg. Infekt.-Krankh., im Druck. 
127 
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Tab.5. Hemmwirkung normaler primarer Alkohole. 





Mycobacterium tubercul. 





Pie, S -| Staph. 
erbindung Typus humanus T yp. “rg ona 


H 37 | bov. 
E E Ro U 


<10| 40 10 
_ 40 10 
< 10 10 
10 10 
15 15 
Undecanol 20 15 
Dodecanol 30 20 
Tridecanol — 
Tetradecanol ... . 3 20 
Pentadecanol . .. . - 40 
Hexadecanol 60 


Serumzusatz:. . . . ee 2°%Jo 
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’ Tab.6. Hemmwirkung verzweigter Alkohole. 





Mycobacterium tubercul. 





Verbindung Typus humanus Typ we ea 


H 37 v. 
E | E ~~ |= 











eH pm -|<10/< 10] 60 10 < 10 
2-Methyl-nonanol-(1) 10| 10] 80 | 10 < 10 

2 wat dodecanol- 
120 < 10 


(1 # 

1.1-Dimethylhexade- 
canol-(1) . . . 

Serumzusatz . 





























Tab.7. Hemmwirkung einiger anderer aliphatischer Verbindungen. 





Mycobacterium tuberculosis 
Tricho- 


Verbindung Typus humanus Typ * | phyton 
H 37 gypseum 
E E nn bov. 











Citronellal 20 10 10 10 


Tetrahydronerolidol . .. . 20 10 | <10 
Isophytol 40 160 60 


Methyl-pentadecylketon . . 20 — 
Serumzusatz eS fae 1 2% 
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benutzt. Dabei dient als Vorkultur eine durch Zusatz von Tween 80 diffus ge- 
wachsene Kultur, welche photometrisch standardisiert wird. Als Nihrmedium wird 
ein modifiziertes synthetisches Nahrmedium nach Kirchner mit 1—10%Serum- 
gusatz Verwandt. Ablesen des Wachstums nach 7, 14 und 21 Tagen. Das Test- 
verfahren fiir Trichophyton gypseum und Torulopsis minor, ebenfalls auf fliissigem 
Nahrboden mit nephelometrischer Standardisierung, ist ausfiihrlich von Schrauf- 
statter, Richter und Ditscheid?’ beschrieben worden. Staphylokokkus aureus 
wurde in iiblicher Weise auf Bouillonkulturen getestet, eine Darstellung der Me- 
thode ist bei Schraufstaétter und Deutsch?® zu finden. 

Ergebnisse: Die bakteriostatischen und fungistatischen Befunde 
sind in den Tab. 1—7 zusammengestellt, wobei die angegebenen Werte’ 
das Tausendfache der wirksamen Grenzverdiinnung bedeuten, 
also der vélligen Wachstumshemmung entsprechen. Das Zeichen < 
bedeutet, daB bei dieser Konzentration keine Beeintrichtigung des 
Wachstums stattfand; < bedeutet, daB teilweise Hemmung erfolgte. 


Diskussion der Ergebnisse 


Die normalen Fettsiuren (Tab.1) zeigen bei allen gepriiften 
Stéimmen von Mycobacterium tuberculosis eine ausgepragte Wirkungs- 
steigerung bei den Gliedern mittlerer Kettenlinge um Cy. Die Breite 
dieser besonders wirksamen Gruppe, die maximal von Cg—C,, reicht, 
variiert etwas und scheint nicht nur vom Bakterienstamm, sondern in 
erheblichem Ma8e auch von dem Serumgehalt der Nahrlésung abzu- 
hingen, wie der Vergleich bei Stamm E mit 1 und 5% Serumzusatz 
zeigt. Unsere Befunde decken sich insofern mit denen Jijimas’, als 
dieser bei Cy, das Maximum fand. Er bezeichnete dagegen C,, bereits 
als praktisch unwirksam, waihrend wir einen so raschen Wirkungsabfall 
bei lingeren Ketten nicht beobachten konnten. Myristinsiure erwies 
sich meist als sehr gut wirksam, und auch bei Cy, und C,, war die Wirkung 
noch deutlich. Die héheren Fettsiiuren und auch alle weiteren Verbin- 
dungen héherer C-Zahl scheinen durch Serumzusatz stiirker beeintrich- 
tigt zu werden als die niederen. Hierbei und iiberhaupt fiir die Beur- 
teilung der Wirkung muB man jedoch beriicksichtigen, daB in homo- 
logen Reihen die Werte der wirksamen Grenzverdiinnung als Gewichts- 
konzentrationen den wahren Verhiltnissen nicht genau entsprechen, 
da mit wachsendem Molekulargewicht die Zahl der eingesetzten Molekeln 
fortlaufend sinkt. Benutzt man statt dessen die molaren Konzen- 
trationen, wobei man deren negative Logarithmen als Wirkungswerte 
angeben kann?°, so verschiebt sich das Bild (s. Tab. 8) zugunsten der 
lingeren Ketten, z. B. fiir Stamm E, 1% Serum, -Carbonséiuren nach 
den Zahlen der Tab. 1: 


27 E. Schraufstatter, R. Richter u. W. Ditscheid, Arch. Dermatol. 
Syphilis 188, 259 [1949]. i mows 

28K. Schraufstaétter u. S. Deutsch, Z. Naturforschg.3b, 163 [1948]. 

29 J. Bichi, H.Hurniu.R.Lieberherr, Helv.chim. Acta 32, 1806 [1949], 
s. Tab. S.1808. 
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Tab.8. 





Grenzkonzentration der Wirkung in: 





Verbindung . : 
Mol/l oa Nisaetaraties 





Hexanséure... . 5,75 x 10-4 3,24 
Octansiure .... 1,74x 10-4 3,76 
Decanséure... . 4,85 x 10-5 4,31 
Dodecanséure . . . y 3,13 10-5 4,51 
Tetradecansaure. . 5 1,83 x 10-5 4,74 
Hexadecansaure . . = 4,88x 10-5 4,31 
Octadecansiure . . 2 4,10 10-5 4,36 











Bei unseren Versuchen mit Tuberkelbazillen, Staphylokokkus aureus 
und Trichophyton gypseum (nicht bei Torulopsis minor) unterschied sich 
die Undecylensiure nicht in ihrer hemmenden Wirkung von der Un- 
decansiure. Die Differenz bei Stamm Sh (120000 zu 160000, Tab. 1) 
liegt innerhalb der Fehlergrenze. Prigges Befund®, wonach Undecan- 
sdure fiinffach stirker als Undecylensiure wirkt, kénnte vielleicht auf 
der unterschiedlichen Testmethodik beruhen. 

Typus bovinus zeigt ungefiihr dieselbe Hemmungslinie wie die 
humanen Stémme, wihrend die rasch wachsenden Smegmabazillen viel 
weniger irritiert werden. Diese Erscheinung ist allgemein, z. B. wurde 
unser Smegmastamm auch durch #-Aminosalicylsiure, Streptomycin 
und Conteben nur in geringem Mae gehemmt. Fast wirkungslos sind 
die Fettsiuren bei Staphylokokkus aureus, nur Cy—C,g zeigen sehr 
schwache wachstumshemmende Eigenschaften. Dies ist eine Bestatigung 
der friiheren Anschauung, da8B es sich bei der Beeinflussung lipoic- 
reicher, siurefester Bakterien durch Fettsiuren um eine spezifische 
Schadigung handele. Sehr wichtig erscheinen uns in diesem Zusammen- 
hang die Stoffwechseluntersuchungen von Franke und Schillinger*®® 
bei Mycobacterium tuberculosis, wobei Fettsiuren mit 10—14 C-Atomen 
atmungshemmend wirkten. Es handelt sich also hierbei um die gleichen 
Verbindungen, die auch in unseren Versuchen die gréBte tuberkulo- 
statische Wirkung aufwiesen. Bei Trichophyton gypseum sind Undecyl.-, 
Laurin- und Tridecylsiure die wirksamsten Kérper. Palmitin- und 
Stearinsdure sind véllig unwirksam. Bei Torulopsis minor ist das Wir- 
kungsmaximum etwas mehr zu den niedrigen Gliedern verschoben; 
hier zeigen bereits die Fettsiuren ab C,, keinen EinfluB mehr auf das 
Wachstum. 

Durch die Veresterung der Carboxylgruppe wird die Wirkung der 
Fettsiuren sehr herabgesetzt (Tab. 2). Die Athylester sind bei Mycobact. 
tubercul. noch schwach wirksam, gegeniiber Smegma, Torulopsts minor 
und Staph. aur. verhalten sie sich véllig indifferent, und bei Torulopsis 


30 W.Franke u. A. Schillinger, Biochem. Z. 316, 311 [1944]. 
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minor ist ein Teil dieser Verbindungen bei der héchsten Konzentration 
wirksam. Die Glyceride sind in vitro den Athylestern deutlich iiberlegen. 
Riickschliisse auf das Verhalten der Fettsiureester in vivo lassen sich 
hieraus nur mit Vorsicht ziehen, da im Tierkérper mit mehr oder weniger 
langsamer Esterspaltung und Umesterung zu rechnen ist, so daB Depot- 
wirkung hinsichtlich freiwerdender Carbonsaure eintreten kann (Chaul- 
moograsdureester in der Therapie). 

Bei der Beurteilung unserer Versuchsergebnisse mit verzweigten 
Fettsduren (Tab. 3) erhebt sich die Frage, ob man beim Vergleich . 
der normalen Sauren mit den verzweigten diejenigen gleicher Haupt- 
kette oder diejenigen gleicher Summenformel zueinander in Be- 
ziehung setzen soll. Adams** tat das letztere: In je einer Gruppe 
isomerer C,g- und C,,-Saéuren war jeweils die normale Stearin- bzw. 
Palmitinséure den strukturisomeren Verbindungen, z. B. Hexyl-laurin- 
siure oder Amyl-undecansiure, weit unterlegen. Sicherlich wiirden 
wir zu derselben Aussage — gesteigerte Wirkung bei verzweigter C- 
Kette — kommen, wenn wir z. B. unsere Tetramethyl-palmitinsiure 
mit Eikosansiure oder Trimethyl-laurinsiure mit Pentadecansiure ver- 
gleichen wiirden. Auf Grund unserer Erfahrungen mit derartigen Siuren 
an Grenzflaichen und am Ganztier neigen wir jedoch dazu, Verbindungen 
mit gleicher Hauptkette als zusammengehdérig zu betrachten, also 
z. B. die methylierten Laurinsiuren mit normaler Laurinsiure und die 
substituierten Palmitinsiuren mit normaler Palmitinsiure zu_ver- 
gleichen. Dann unterscheiden sich fast alle unsere gepriiften methyl- 
verzweigten Fettsiuren (Tab. 3) in ihrer Wirkung kaum von den ent- 
sprechenden normalen Fettsiuren. Auch die Stellung der Methyl- 
verzweigung im Verlaufe der Hauptkette scheint ohne Einflu8 zu sein, 
jedenfalls liegen bei 2-, 3- und 4-Methyl-laurinsiure oder bei 2-, 3-, 
4. und 6-Methyl-stearinsiiure die Abweichungen der Werte innerhalb 
der méglichen Fehlergrenzen. Auch die Ester der verzweigten Fett- 
siuren (Tab. 4) verhalten sich denen der normalen Sauren analog. 
Lediglich 3.7.11-Trimethyl-laurinsaiureathylester zeigt im Verhiltnis 
zu den anderen Estern bei Mycobact. tubercul. eine etwas deutlichere 
Wirkung, besonders beim Vergleich der mit 5% Serum erhaltenen Werte. 

Bei den n-Alkoholen hat n-Hexadecylalkohol bei Mycobact. tubercul.. 
die gréBte Aktivitait, die an diejenige der wirksamsten Carbonsaiuren 
heranreicht. Im Vergleich zu den Carbonsiuren tritt also eine Verschie-. 
bung der Hemmlinie zu den lingeren Ketten ein. Dagegen lassen die, 
Alkohole bei den anderen untersuchten Mikroorganismen nur recht, 
bescheidene Hemmeffekte erkennen, die simtlich unter denen der Fett- 
siuren liegen. Ebenso wie bei den Fettsiuren ist auch bei den ver- 
zweigten Alkoholen (Tab. 6) kein wesentlicher Unterschied gegeniiber 
den normalen Alkoholen festzustellen. Von einigen weiteren aliphatischen 
Verbindungen (Tab. 7) zeigen die ungesittigten Alkohole Tetrahydro- 
nerolidol und in stérkerem MaBe Isophytol, aber auch Citronellal und 
Methylpentadecylketon Wirksamkeit gegen Tuberkelbazillen. 





Aldehyde der Acetalphosphatide des Gehirns Bd. 285 (1950) 


Zusammenfassung 


1. Homologe Reihen normaler und methylverzweigter Monocarbon- 
siuren, deren Ester, sowie normale und verzweigte aliphatische Alko- 
hole wurden bei verschiedenen Stiimmen des Mycobact. tuberculosis, 
Smegmabazillen, Staphylococcus aureus, Trichophyton gypseum und 
Torulopsis minor ausgetestet. 

2. Im allgemeinen entfalten die Verbindungen ihre gré8ten Hemm- 
eigenschaften bei Mycobact. tubercul. und zu einem etwas geringeren 
Grade bei Trichophyton gypseum. Die anderen Mikroorganismen werden 
meist nur durch héhere Substanzkonzentrationen oder haufig iiberhaupt 
nicht im Wachstum beeintrachtigt. 

3. Die Wirkung steigt zuerst in jeder Reihe mit zunehmender 
Kettenlinge; dann fallt sie wieder mit Ausnahme der Alkohole, bei 
denen das Endglied der gepriiften Reihe, C,,, auch die héchste Wirkung 
hat. Die Héhen der Maxima bei Siuren und Alkoholen sind von ziem- 
lich gleicher Héhe. 

4, Die Fettsiuren und Alkohole mit methylverzweigter Kohlen- 
stoffkette zeigen ein sehr ahnliches antimikrobielles Verhalten wie die 
entsprechenden geradkettigen Verbindungen. 

5. Durch erhéhte Serumkonzentration in der Niahrlésung wird 
bei Mycobact.”tubercul. die Wirkung der Verbindungen abgeschwicht. 


Frin. Christia Vierke, Géttingen, danken wir fir fleiB'ge experimen- 
telle Mitarbeit. 


Uber die Aldehyde der Acetalphosphatide des Gehirns* 
Von 
Friedrich Leupold 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Kéln 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. November 1949 ) 


Nachdem von Feulgen und Mitarbeitern! in den Arbeiten, die zur 
Entdeckung der Acetalphosphatide gefiihrt hatten, zu deren Darstellung 
als Ausgangsmaterial Muskulatur, vor allem Pferdefleisch, verwandt 
worden war, ist von Klenk? * eine Methode ausgearbeitet worden, die 
Acetalphosphatide aus Gehirn, dem acetalphosphatidreichsten Organ, 
darzustellen. Als Aldehydanteil konnte Palmital, Stearal und Octo- 
decenal nachgewiesen werden. 

Wiinschenswert blieb, die aus den Acetalphosphatiden des Gehirns 
stammenden Aldehyde in gréBerer Menge und auf einfachere Weise zu 
isolieren. 





* Meinem Vater zur Vollendung des 65. Lebensjahres. 
1 R. Feulgen u. Th. Bersin, diese Z. 260, 217 [1939]. 
2 E. Klenk, diese Z. 281, 25 [1944]. 
3 E. Klenk, diese Z. 282, 18 [1945]. 
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Dies gelang unter Umgehung der Darstellung der Acetalphosphatide 
in nahezu quantitativer Ausbeute: Die Glycerinphosphatide des Gehirns, 
welche die Acetalphosphatide enthalten, wurden mit wasserfreier methyl- 
alkoholischer Salzsiure gespalten und so die Aldehyde in die Dimethy]- 
acetale (Dimac.) iibergefiihrt. Von den gleichzeitig erhaltenen Methylestern 
der aus den Glycerinphosphatiden stammenden Fettsiuren wurden die 
Dimac. nach der Verseifung als Unverseifbares abgetrennt. 

Es wurde dann versucht, die ungesittigten Aldehyde nach Klenk* 
von den gesattigten tiber die Oxime abzutrennen und weiter iiber die. 
Nitrile in die entsprechenden Fettsauren zu iiberfiihren. Als ungesittigte 
Fettsiure wurde eine nicht ganz reine Octadecensiure erhalten. Da die 
Ausbeute nur sehr gering war, jedoch angenommen werden konnte, daB 
nur ungesittigte Aldehyde mit 18 C-Atomen vorkommen, wurde zu- 
nichst auf deren Isolierung verzichtet und, um die Lage der Doppel- 
bindung zu bestimmen, freies Aldehydgemisch ozonisiert und oxydativ 
nach Asinger* aufgearbeitet. Es ergab sich, daB 2 isomere ungesittigte 
Aldehyde vorkommen, naimlich 4"-Octodecenal und in geringerer 
Menge 4*®-Octodecenal. 

Um die Ergebnisse zu sichern, wurde in der Folge erneut versucht, 
die ungesittigten Aldehyde zu isolieren; schlieBlich wurden die un- 
gesittigten Oxime nach Perkin® in die Aldehyde tibergefiihrt und diese 
wieder acetalisiert. Auf Grund mehrerer Versuche erhob sich die Frage, 
ob vielleicht auch Hexadecenal vorkommt. Darum wurden diese un- 
gesittigten Dimac. in dem Apparat von Schuwirth® fraktioniert destil- 
liert und die freien Aldehyde der einzelnen Fraktionen nach Asinger* 
zu den Sauren oxydiert. Es zeigte sich, daB diese auch noch geringe 
Mengen gesittigte Fettsiuren, besonders Palmitinsiure enthielten, die 
nach Twitchell’ abgetrennt wurden. 


Tab. 1. 





Freie ungesittigte Freie hydrierte Saure 
Saure Aus Aceton umkrist. 








Menge| Aquiv.- Schmp. | Aquiv.- | Schmp. Aquiv.- 
Gew. Jodzahl °C Gew. °C Gew. 





281,4 88,9 
283,2 88,5 }os—os 287,4 68,5 284,7/284,1 


281,6 90,0 
280,3 90,7 
282,9 | 89,1/88,1 | 64—66 280,8 68—69 283,9/285,0 
282,2 90,8 
289,41 90,1 


1 Die letzte Fraktion war stirker verunreinigt. 























5 W.H. Perkin, J. chem. Soc. [London] 101, 232 [1912]. 
® K. Schuwirth, diese Z. 277, 147 [1943]. 
? Twitchell, Ind. Engng. Chem. 18, 806 [1921]. 
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Wie Tab. 1 zeigt, wurde in allen Fraktionen als ungesittigte Fett- 
siure Octadecensaure gefunden, die auch bei 0° fliissig blieb, woraus 
auf das Vorkommen der ungesittigten Aldehyde in der cts-Form ge- 
schlossen werden kann. Das Hydrierungsprodukt war Stearinsiure. 

AuBerdem wurden die aus den gesittigten Aldehyden dargestellten 
Fettsauren als Methylester in dem Apparat von Schuwirth® fraktioniert 
destilliert. Hierbei konnte auch das Vorkommen kleiner Mengen von 
Myristinaldehyd wahrscheinlich gemacht werden. 


Beschreibung der Versuche 
a) Darstellung der Dimethylacetale 


Die Glycerinphosphatide des Gehirns wurden wie tiblich dargestellt: 
Die von den Hiauten befreiten und im Fleischwolf zerkleinerten Gehirne 
wurden mit Aceton und anschlieBend mit Ather extrahiert und aus den 
stark eingeengten Atherextrakten die Glycerinphosphatide mit Aceton 
ausgefallt. Diese wurden in méglichst fein pulverisierter Form iiber 
Schwefelséure im Hochvakuum getrocknet. 

Ein Teil der Gehirne war langere Zeit unter Aceton aufbewahrt 
gewesen. Die -hieraus erhaltenen Glycerinphosphatide waren starker 
verfarbt und etwas schmierig, so daB sich die Zerkleinerung und Trock- 
nung umstandlicher gestaltete. Die weitere Aufarbeitung wurde da- 
durch jedoch nicht erschwert. 

Je 80g wurden mit 1200 g 2-proz. absolut wasserfreier methy]l- 
alkohol. Salzsiure durch 1 %-stdg. Kochen am RiickfluBkihler, der mit 
einem Calciumchloridrohr verschlossen war, gespalten. Die entstandenen 
Dimac. und Fettsiuremethylester wurden durch 2—3-maliges Aus- 
schiitteln in Petrolither aufgenommen, die methylalkoholische Lésung 
dann mit wenig Wasser versetzt, rasch von dem sich noch absetzenden 
Petrolaither abgetrennt und die gesamte petrolitherische Lésung mit 
20-proz. Sodalésung, Wasser und nochmals mit der Sodalésung ge- 
waschen. Nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat und Abdampfen 
des Petrolithers wurde das ziemlich dunkel gefiirbte Gemisch in Aceton 
aufgenommen und ein geringer Niederschlag ungespaltener Phospha- 
tide abfiltriert. Nach Abdampfen des Acetons wurde das Gemisch aus 
einem Claisenkolben im Hochvakuum mit offener Flamme rasch iiber- 
destilliert. Zu Beginn der Destillation betrug die Temperatur um 155°, 
um im letzten Drittel bis etwa 220° anzusteigen. Das nahezu farblose 
Dimac.-Fettsiuremethylestergemisch wurde nun mit der 30-fachen 
Menge n/2-methylalkohol. Natronlauge 1 Stde. am RiickfluBkiihler ge- 
kocht. Die in der Kalte ausgefallenen gesittigten Seifen wurden ab- 
genutscht und aus dem Filtrat, nachdem dieses mit Wasser versetzt 
worden war, durch Ausschiitteln mit Petrolither die Dimac. entfernt. 
Die petrolaitherische Lésung wurde mit Wasser gewaschen und tiber 
Natriumsulfat getrocknet. Nach Abdampfen des Petrolaithers wurden 
die Dimac. nochmals im Hochvakuum rasch iiberdestilliert. 
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Aus 1. 1240 g Aalteren bzw. 2. 475 g frisch dargestellten Glycerin- 
phosphatiden wurden 551/195 g Dimac.-Fettsiuremethylester-Gemisch 
und aus diesem 48/19,5 g Dimac. gewonnen. 

1. 22,51, 22,00 mg Sbst.: 62,95, 58,69 mg CO,; 25,30, 24,12 mg H,O. — 18,53, 
15,91 mg Sbst.: 5,50, 4,80 ccm 0,1007-n. Na,S,0;. — 2. 1,697, 2,525 mg Sbst.: 1,73, 
2,615 ccm n/30-Na,S,03. 

Dimac. d. Stearinaldehyds Cj H,,0.. Ber.: C 76,36, H 13,46, OCH, 19,7. 

Dimac. d. Palmitinaldehyds C,g,H3g0.. Ber.: C 75,48, H 13,34, OCH, 21,7. 

Dimac. d. Oleinaldehyds CopHyo0,. Ber.: C 76,86, H 12,90, OCH; 19,9. 

Gef.: 1. C 76,32, H 12,58, OCH, 15,45.. 
C 76,28, H 12,85, OCH, 15,7. 
2. OCH; 17,6. 
» OCH; 17,8. 

Piasmalreaktion (Eisessiglésung 1: 10 000): 

1. D: 17,2; E: 0,7625; 2. D: 17,7; E: 0,752. 

Farbloses, stickstoff- und phosphorfreies 01, das bei Temperaturen 
unter 0° kristallin erstarrt. 

Die so dargestellten Dimac. ergeben, auf Stearalplasmalogen berechnet, einen 
Gehalt von etwa 6% an Acetalphosphatiden des Ausgangsmaterials. Nach Feul- 
gen! enthalten die Glycerinphosphatide des Gehirns mit 8—10% Plasmal wesent- 
lich mehr Plasmalogen. Seine Angaben stiitzen sich auf die von ihm entwickelte 
Plasmalbestimmung 8, die auch hier, modifiziert nach K lenk?, als Mikrobestimmung 
verwandt wurde. Bei sehr hohem Aldehydgehalt wurde die zu bestimmende Sub- 
stanz im Verhidltnis 1: 10000 in Eisessig gelést, da bei der sonst tiblichen Ver- 
diinnung 1: 1000 keine ablesbaren D-Werte erhalten werden konnten. Die ge- 
fundenen Werte sind jedoch nur als Annaherungswerte anzusehen. 

Die Ausbeute an Dimac. war stets etwa die gleiche, auch wenn nicht ganz 
frische Glycerinphosphatide als Ausgangsmaterial benutzt wurden. Jedoch lagen 
bei diesen die Methoxylwerte um etwa 4,5°% unter dem theoretischen Wert von 
rund 20%. Aber auch die aus frischen Glycerinphosphatiden dargestellten Dimac. 
ergaben um etwa 2,5% zu ticfliegende Methoxylwerte. Demnach enthalten diese 
Dimac. noch in geringer Menge eine weitere unverseifbare Substanz, iiber welche 
jedoch noch nichts Naheres ausgesagt werden kann. 


b) Darstellung der Fettsaiuren aus den Oximen 

Um die Aldehyde freizusetzen, wurden insgesamt 13 g Dimac. in 
Ansiitzen von 1 oder wenigen Gramm in der 20-fachen Menge Eisessig 
gelést und iiber Nacht bei 50° aufbewahrt. Die Lésung wurde dann mit 
reichlich Wasser versetzt und die ausgefallenen Aldehyde in Petrolither 
aufgenommen. Die petrolitherische Lésung wurde mit Wasser frei von 
Essigsiiure gewaschen und tiber Natriumsulfat getrocknet. 

Es ist zweckmaBig, zum Ausschiitteln nur Petrolather zu verwenden, da aus 
dem friither benutzten Ather-Petrolithergemisch die Essigsiure nur durch sehr, 
haufiges Waschen entfernbar ist. 

Die freien Aldehyde — sie wurden auch in der Folge stets auf diese 
Weise aus den Dimac. dargestellt — wurden nach Klenk* mit Hy- 
droxylamin in waBrig-aithylalkoholischer Lésung in die Oxime iiberge- - 
fiihrt. Nach Abtrennen der auskristallisierten gesittigten Oxime, wurden 
aus den ungesittigten durch %4-stdg. Kochen mit Essigsiiureanhydrid 


§ R. Feulgen u. R. Grinberg, diese Z. 257, 161 [1939]. 
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die Saurenitrile dargestellt. Diese wurden durch 18-stdg. Kochen mit 
30-proz. waBriger Natronlauge unter Zusatz von etwas Athanol, um 
Schiumen zu vermeiden, verseift. Wegen der schlechten Ausbeute 
wurden bei einem Ansatz die Nitrile durch 36-stdg. Kochen mit 10-proz. 
methylalkolischer Schwefelsaure in die Methylester iibergefiihrt und diese 
dann verseift, ohne jedoch ein besseres Ergebnis zu erzielen. Nach 
Abtrennung des Unverseifbaren wurden die Fettsiuren mit Mineral- 
siure in Freiheit gesetzt. 

13 g Dimac. ergaben so 4,74 g gesittigte und 6,84 g ungesittigte 
Oxime. Aus letzteren wurden 2,10 g Unverseifbares und 3,36 g Fett- 
sduren gewonnen. Aus dieser Fraktion wurden iiber die Bleiseifen nach 
Twitchell’ 1,43 g fliissige und 0,52 g feste Fettsiuren erhalten. 

Flissige Fettsiuren: 19,7, 22,8 mg Sbst.: 1,36, 1,58 cem n/20-NaOH. — 
19,4, 18,9 mg Sbst.: 1,30, 1,29 ccm n/10- -Bromlésung. 

CigHs,O,. Ber.: Aquiv.-Gew. 282,4, Jodzahl: 89,6. 

Gef.: Aquiv.- -Gew. 289,7, 288,6, Jodzahl: 85;05, 86,6. 
‘este Fettsiuren: 30,4, 29,7 mg Sbst.: 0,57, 0,51 ccm n/10-Bromlésung. 
Gef. Jodzahl: 23,8, 21,8. 

Da nur 11% des Ausgangsmaterials so in die fliissigen Fettsiuren umgewan- 
delt werden konnten, wurden vergleichsweise auch 0,65 g der gesattigten Oxime 
auf diesem Wege in die Fettsiuren iibergefiihrt und hierbei 0,50 g feste Fett- 
séuren erhalten. 

0,52 g der fliissigen Saure wurde mit Raney-Nickelkatalysator in 


alkoholischer Lésung hydriert. Nach Entfernung des Unverseifbaren 
wurden 0,41 g Saure erhalten. Schmp.: 62°; (28,42 mg: 2,025 ccm 
n/20-NaOH; gef. Aquiv.-Gew.: 280,7). Nach dem Umkristallisieren aus 
Aceton: Schmp.: 68—69°. Mit Stearinsiure reinst (Schmp.: 69°) trat 
keine Depression ein. 


20,67, 28,85 mg Sbst.: 1,46, 2,04 ccm n/20-NaOH. 
Cy,H,0>. Ber.: Aquiv. -Gew. 284,4. Gef.: Aquiv.-Gew. 283,2, 282,85. 


ec) Darstellung des Esters der fliissigen Saiure mit 
p-Phenylacetophenonbromid 


Zur Erhartung des Befundes, daf es sich bei der gewonnenen 
fliissigen Siure um Octadecensiéure handelt, wurde nach der Vorschrift 
von Drake und Bronitsky® #-Phenylacetophenonbromid dargestellt. 
0,51 g der fliissigen Saure, 0,52 g des Bromkérpers und 0,10 g Natrium- 
carbonat wurden in 3 ,75 ecm Wasser und 7,5 cem Athanol 1 Stde. unter 
RiickfluB gekocht. Der in der Kilte ausgefallene Ester wurde 4-mal 
aus Athanol umkristallisiert: 171 mg. 

11,23, 9,99 mg Sbst.: 33,01, 29,52 mg CO,; 9,32, 8,27 mg H,0. 


CyeHy,03- Ber.: C 80, 62, H 9, 31. 
Gef.: C 80,23, 80,35, H 9,29, 9,27. 


Schmp.: 59°. Mit einem entsprechend aus reiner Olsaure darge- 
stellten Ester (Schmp.: 58—59°) trat keine Depression ein. (Schmp.: 
des Olsiureesters nach Drake und Bronitsky: 60,5°.) 


9 N. L. Drake u. J. Bronitsky, J. Amer. chem. Soc. 52, 3715 [1930]. 
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Auffallend ist die Tatsache, daB der Schmelzpunkt mit dem aus Olsiure dar- 
gestellten Ester iibereinstimmte und mit diesem auch keine Schmelzpunkts- 
depression eintrat, obwohl es sich bei der dargestellten fliissigen Siure, wie sich 
in der Folge erwies, um ein Gemisch aus A®- und 41-Octadecensiure handelt. 


d) Ozonisation der Aldehyde 


Aus 10,0 g Dimac. wurden die Aldehyde dargestellt und diese in 
etwa 80 ccm Cyclohexan als Lésungsmittel ozonisiert. Nach dem Ein- 
engen der Lésung im Vakuum wurden die Ozonide nach Asinger* 
oxydativ gespalten. Die benétigte Menge an Silberoxyd wurde unter 
der Annahme berechnet, daB die Hilfte der Aldehyde einfach unge- 
sittigt seien. Das erhaltene Fettsiuregemisch betrug 8,97 g. Die Plas- 
malreaktion mit Fuchsinschwefliger Saure war negativ. 

Die Dicarbonsauren: 

Das Fettsiuregemisch wurde mit Petrolither versetzt und etwa 
20 Min. unter RiickfluB gekocht, die ungelést gebliebenen Dicarbon- 
siuren warm abfiltriert: 1,74 g. Sie wurden nochmals ¥% Stde. mit etwa 
300 ccm Ligroin gekocht und hei8 abfiltriert (Riickstand aus Ligroin: 
0,09 g, Schmp.: 41°). Sodann wurden die Dicarbonsiuren aus Wasser 
unkristallisiert. Es zeigte sich hierbei, daB die Wasserléslichkeit eine 
viel geringere war als die der an sich erwarteten Azelainsaure. 0,88 g; 
Schmp.: 108—109°. (14,2, 19,8 mg: 2,48, 3,40 ccm »/20-NaOH); gef. 
Aquiv.-Gew.: 114,5, 116,5. Nach nochmaligem Umkristallisieren aus 
Wasser wurden 0,56 g Undecandisaure erhalten. 

8,585, 8,905 mg Sbst.: 1,582, 1,645 cem 7/20-NaOH. — 10,23, 11,50 mg Sbst.: 
22,9, 25,82 mg CO,; 8,50, 9,50 mg H,O. 

Undecandisaure C,,H.,0,. 

Ber.: Aquiv.-Gew. 108,1, C 61,06, H 9,32. 

Gef.: Aquiv.-Gew. 108,5, 108,3, C 61,25, 61,27, H 9,30, 9,26. 

WeiBe, perlmuttartig glinzende Blattchen. Schmp.: 110—111°. 
Mischschmelzpunkt mit aus Olsiure dargestellter Azelainsiure: Starke 
Depression. Zur Priifung des Mischschmelzpunktes stand kiinstliche 
Undecandisaure leider nicht zur Verfiigung. 

Die wiBrigen Mutterlaugen wurden vereinigt und auf dem Wasser- 
bade im lcichten Vakuum auf etwa die Hilfte des Volumens eingeengt. 
Beim Erkalten fiel eine weitere, nicht ganz reine Fraktion an Undecandi- 
siure aus. Aus der sodann stark eingeengten Mutterlauge wurden 0,10 g 
Azelainsiure erhalten, der noch wenig Undecandisaure beigemengt war. 
(Ein Teil des Materials war im Verlauf der Aufarbeitung verloren ge- 
gangen.) Schmp.: 102—106°. Die Substanz wurde nochmals aus mehr 
Wasser umkristallisiert, einige Milligramm unreiner Undecandisiure ab- 
getrennt, die Mutterlauge vdllig eingeengt und der Riickstand wieder 
aus Wasser umkristallisiert: 0,07 g. 

5,820, 5,805 mg Sbst.: 1,22, 1,22 ccm n/20-NaOH. — 10,29, 10,40 mg Sbst.: 
22,18, 22,40 mg CO,; 8,06, 8,14 mg H,0. 

Azelainséure CyH,0,. 

Ber.: Aquiv.-Gew. 94,1, C 57,43, 

Gef.: Aquiv.-Gew. 95,4, 95,2, C 58,82, 58,78, 
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Kleine weiBe Drusen. Schmp.: 103—105°. Mit aus Olsdure dar- 
gestellter Azelainsiiure (Schmp. 106°) trat keine Depression ein. 


Die Saure diirfte noch nicht ganz rein gewesen sein. Wegen der geringen 
Menge muBte aber auf eine weitere Reinigung verzichtet werden, zumal es durch 
bloBes Umkristallisieren nur zu einer Anreicherung der zu entfernenden Undecandi- 
sdure gekommen wire. 


Die Monocarbonsauren: 

Die Fraktion der Monocarbonsiuren (7,00 g), welche aus den bei 
der Ozonisation entstandenen Monocarbonsiuren mit kurzer C-Kette 
sowie den aus den gesiittigten Aldehyden entstandenen Fettsauren be- 
stand, wurde in die Methylester iibergefiihrt. 

Die Absicht, das Estergemisch scharf zu fraktionieren, lieB sich nicht 
durchfiihren*. Daher wurden aus einem gewéhnlichen Claisenkolben 
die leichter siedenden Fraktionen der zu erwartenden Onanth- und 
Pelargonsiuremethylester bei 15 mm Hg aus dem Estergemisch heraus- 
destilliert. Zu Beginn betrug die Temperatur etwa 90°. Die Destillation 
wurde abgebrochen, als die Temperatur von 140° an stark zu steigen 
begann. 1,86 g leicht fliissiges Ol, stark nach Estern riechend. Der 
geruchlose Riickstand wurde im Hochvakuum gesondert iiberdestilliert. 

1,75 g des leicht fliissigen Oles wurden in die Saéuren iibergefiihrt. 
Nach dem Verseifen mit ”/2-methylalkol. Natronlauge fielen beim Ab- 
kiihlen die Seifen teilweise aus®. Sie wurden abfiltriert und gesondert 
von den in Lésung gebliebenen Seifen! in die Sauren tibergefiihrt. 
1. 0,67 g, 2. 0,56 g Fettsiiuren. Die Siuren der Fraktion 1 waren fliissig, 
die der Fraktion 2 fest. 

1. 14,3, 15,0 mg Sbst.: 1,973, 2,086 ccm n/20-NaOH; 2. 20,4, 13,4 mg Sbst.: 
1,794. 1,161 ccm n/20-NaOH. 

Onanthsaure, C,H,,0,. .: Aquiv.-Gew. 130,2. 

Pelargonsaure, C,H,,0,. .: Aquiv.-Gew. 158,2. 

Palmitinséure, C,,.H;,0.. .: Aquiv.-Gew. 256,4. 

1. Gef.: Aquiv.-Gew. 145,0, 143,8. ° 
2. .: Aquiv.-Gew. 227,4, 230,8. 

Es handelte sich demnach bei Frakt. 1 um ein Gemisch der erwarte- 
ten Onanth- und Pelargonsaure, bei Frakt. 2 im wesentlichen um Fett- 
siuren mit langer Kohlenstoffkette. Die Fettsiuren der Frakt. 1 wurden 
durch Versetzen mit Thionylchlorid in die Saurechloride tibergefiihrt. 
Nach 24 Stdn. wurde das iiberschiissige Thionylchlorid auf dem etwa 
60° warmen Wasserbade im leichten Vakuum weitgehend entfernt. Die 
Saurechloride wurden in trocknen Ather aufgenommen und durch Ein- 
leiten von Ammoniak in die Siureamide iibergefiihrt. Nach Auswaschen 
des ausgefallenen Ammoniumchlorids mit Wasser wurde der Ather ab- 
gedampft und der Riickstand aus wiaBrigem Methanol (1:1) um- 
kristallisiert und so ein noch unreines Pelargonsiureamid erhalten. Die 
Mutterlauge wurde im leichten Vakuum erst wenig eingeengt und nach 


* Die notwendige Fraktionierkolonne stand damals aus zeitbedingten Griinden 
nicht zur Verfiigung. 
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dem Erkalten eine weitere Mischfraktion abgetrennt. Das Lésungs- 
mittel wurde sodann vollig abgedampft, der Riickstand aus Wasser 
unkristallisiert und so eine unreine Fraktion an Onanthsiureamid er- 
halten. Diese Prozedur, welche zu sehr erheblichen Substanzverlusten 
fiihrte, muBte noch mehrmals wiederholt werden, bis schlieBlich neben 
einer Zwischenfraktion, welche die Hauptmenge ausmachte, annihernd 
reines Onanth- und Pelargonsiureamid erhalten wurde. 

Onanthséureamid 31 mg. 

0,730, 0,603 mg Sbst.: 0,53, 0,44 ccm n/100-HCI. 

C,H,;ON. Ber.: N 10,84. Gef.: N 10,17, 10,21. 

WeiBe, glinzende Blaittchen. Schmp. 95°. Mit Pelargonsiiureamid 
trat starke Schmelzpunktsdepression ein. Kiinstliches Onanthsaureamid 
stand leider nicht zur Verfiigung. 

Pelargonséureamid 38 mg. 

0,985, 1,860 mg Sbst.: 0,625, 1,165 ccm n/100-HCI. 

C,H,,ON. Ber.: N 8,91. Gef.: N 8,89, 8,76. 

WeiBe, glinzende Blattchen. Schmp.: 92—93°. Mit aus’ Olsiure 
durch Ozonisation dargestelltem Pelargonsiureamid (Schmp. 92—93°) 
trat keine Depression ein. 


Da die beschriebene Isolierung der ungesittigten Aldehyde in Form der ent- 
sprechenden Carbonsauren zu keinem eindeutigen Ergebnis gefiihrt hatte und da 
auch bei der Ozonisation noch keine vdllig reinen Praparate erhalten werden 
konnten, wurden die Versuche, den ungesattigten Aldehydanteil zu isolieren, 
wieder fortgesetzt: 


e) Oxydation der Aldehyde mit Silberoxyd zu den Fett- 
siuren 


) a 

Die aus 6,0 g Dimac. dargestellten Aldehyde wurden nach 
Asinger* mit Silberoxyd zu den Fettsiuren oxydiert und diese nach 
beendeter Oxydation der Vorschrift entsprechend mit Salpetersiure 
aus ihren Salzen in Freiheit gesetzt; 4,95 g. Die Plasmalreaktion war 
angedeutet positiv. 

Nachdem 0,58 g Unverseifbares in Form eines hellgelben Oles 
abgetrennt worden war (19,4, 20,3 mg Sbst.: 1,125, 1,20cem m/10- 
Bromslg.; gef. Jodzahl: 73,6, 75,2), wurden die Siuren nach Twit- 
chell’ iiber die Bleiseifen in fliissige und feste Fettsiuren getrennt. 
An festen Fettsiuren, deren Jodzahl 31,95, 32,0 betrug (29,2, 23,4 mg 
Sbst.: 0,735, 0,59 ccm n/10-Bromlsg.), wurden 3,04 g erhalten. Die 
Menge an fliissigen Séuren, die zuvor als Methylester destilliert worden 
waren, betrug nur 0,60 g. 

14,225, 14,33 mg Sbst.: 1,002, 1,011 cem n/20-NaOH. — 21,4, 21,4 mg Sbst.: 
1,41, 1,405 com n/10-Bromlésung. 


Octadecenséure C,,H;,0,. 
Ber.; Aquiv.-Gew. 282,4, Jodzahl 89,6. 
Gef.: Aquiv.-Gew. 283,9, 283,6, Jodzahl 83,6, 83,3. 
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0,20 g dieser nicht ganz reinen Octadecenséiure wurden mit Raney- 
Nickelkatalysator hydriert. Nach Abtrennen des Unverseifbaren wurden 
0,17 g vom Schmp. 62° erhalten. Aquiv.-Gew. gef.: 285,1, 286,7. (13,925, 
15,025 mg Sbst.: 0,977, 1,048 ecm 1/20-NaOH.) 

Die Saiure wurde aus wenig Aceton umkristallisiert. 

10,43, 8,32 mg Sbst.: 0,735, 0,585 ccm n/20-NaOH. — 9,88 mg Sbst.; 
27,36 mg CO,; 11,10 mg H,0. 

Stearinsaéure C,,H3;,0,. 

Ber.: Aquiv.-Gew. 284,4, C 76,00, H 12,76. 

Gef.: Aquiv.-Gew. 283,8, 284,4, C 75,56, H 12,57. 

Schmp. 68°. Mit mepatinehare reinst (Schmp. 69°) trat keine 
Depression ein. 


Auch auf diesem Wege war die Ausbeute an fliissiger Séure mit 10% des 
Ausgangsmaterials sehr gering. Die abgetrennten festen Fettsiuren enthielten da- 
gegen entspr. der Jodzahl von 32 noch einen erheblichen Teil der ungesattigten 
Fettsaéuren. Dieser Befund konnte entweder dadurch bedingt sein, daB ein Teil 
der ungesattigten Aldehyde in der trans-Form vorkommt oder aber, daB es nach 
der Oxydation beim Freisetzen der Fettsiuren aus ihren Salzen mittels Salpeter- 
sdiure zu einer teilweisen Elaidinumlagerung kommt. 


i. 


Die aus. 5,0 g Dimac. dargestellten Aldehyde wurden daher noch- 
mals nach Asinger* zu den Sauren oxydiert. Es wurde wie iiblich 
mit in 10-proz. waiBriger Natronlauge suspendiertem Silberoxyd unter 
6-stdg. Riihren bei 90° oxydiert, dann jedoch statt mit konz. Salpeter- 
siiure mit 10-proz. Schwefelsiure langsam angesiuert. Da sich hierbei 
die Fettsiiuren mit dem gebildeten Silbersulfat und dem metallischen 
Silber zusammenballten, wurde nach dem villigen Erkalten Ather 
zugegeben und noch % Stde. weiter geriihrt. Der nunmehr fein ver- 
teilte Niederschlag wurde von den im Ather in Lésung gegangeten 
Fettsiuren iiber Kieselgur abfiltriert und griindlich mit Alkohol und 
Ather gewaschen. Es wurden 3,88 g Fettsiuren erhalten und diese als 
Methylester im Hochvakuum destilliert: 3 .53 g Methylester. Nach der 
Verseifung wurde als hellgelbes Ol, welches auch im Eisschrank nicht 
erstarrte, 0,34 g Unverseifbares abgetrennt (22,0, 20,0 mg Sbst.: 1,08, 
0,99 cem n/10-Bromlsg.: Gef. Jodzahl 62,3, 62,8). 

Die Saéuren wurden wieder nach Twitchell’ in fliissige und feste 
Fettsiuren getrennt. 

Feste Fettsiuren: 1,05 g; Jodzahi: 17,4, 18,0 (20,4, 20,8 mg Sbst.: 0,28, 
0,295 ccm n/10-Bromlésung). 

Flissige Fettsiuren: 1,57 g. 

15,785, 17,50 mg Sbst.: 1,21, 1,33 ccm n/20-NaOH. — 17,8, 18,8 mg Sbst.: 
1,125, 1,19 ccm n/10-Bromlésung. 

Gef.: Aquiv.-Gew. 260,9, 263,2; Jodzahl 80,2, 80,3. 

0,20 g der fliissigen Saiure wurde mit Blatinkatalysator hydriert. 
Nach Abtrennung des Unverseifbaren schmolz das Hydrierungsprodukt 
bei 53°, das Aquiv.-Gewicht betrug 269,0, 270,3 (21,25, 19,605 mg Sbst.: 
1,58, 1,45 ccm n/20-NaOH). Es wurde aus Aceton umkristallisiert. 
Schmp. 60°. 
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12,64, 14,515 mg Sbst.: 0,948, 1,074 ccm n/20-NaOH. 
Palmitinséure, C,,H;,0,. Ber.: Aquiv.-Gew. 256,4. 
Stearinséure, C,,H;,0,. Ber.: Aquiv.-Gew. 284,4. 

Gef.: Aquiv.-Gew. 266,7, 270,2. 


Die Ausbeute an flissiger Siure war zwar auf diesem Wege besser, ebenso 
war die Jodzahl der festen Siuren mit 17,7 niedriger als zuvor. Da aber die flissige 
Saéure abweichend von den fritheren Ergebnissen nach der Hydrierung nicht 
Stearinséure, sondern eine Mischfraktion ergab, fiir welchen Befund noch keine 
Erklarung gefunden werden konnte, wurde nach anderen Méglichkeiten gesucht, 
den ungesittigten Aldehydanteil zu isolieren und schlieBlich auf folgende Weise 


vorgegangen : 


f) Die Darstellung ungesattigter Dimethylacetale 


Die aus 5,5 g Dimac. freigesetzten Aldehyde wurden in die Oxime 
iibergefiihrt und die in der waBrig-alkoholischen Lésung ausgefallenen 
gesittigten Oxime (1,88 g) abgetrennt. Die Mutterlauge, welche die 
ungesittigten Oxime enthielt, wurde im Vakuum auf dem Wasserbade 
stark eingeengt, der Riickstand in Ather aufgenommen und 2-mal mit 
Wasser gewaschen. Die atherische Lésung wurde auf etwa 10 ccm 
eingeengt. Die Zerlegung der Oxime in die Aldehyde erfolgte nun nach 
Perkin® in etwas modifizierter Weise: Die atherische Lésung wurde 
mit 12ccm Formalin (35—40%) und 1—2ccm konz. HCl versetzt 
und bei Zimmertemperatur 1 Stde. schnell geriihrt. Dann wurde mehr 
Ather zugegeben, mit wenig Wasser versetzt, im Scheidetrichter die 
wiBrige Schicht abgetrennt und noch 8—10-mal zur Entfernung der 
Salzsiure und des schwer entfernbaren Formaldehyds mit Wasser ge- 
waschen. Nach dem Trocknen der Lésung iiber Natriumsulfat und nach 
Abdestillieren des Athers wurden die freien Aldehyde noch so lange in 
der Hausmannschen Schale getrocknet, bis ein noch anhaftender leichter 
Geruch nach Formaldehyd verschwunden war. Es wurden so als leicht 
verfarbtes 01 2,96 g freie Aldehyde erhalten, welche sogleich wieder mit 
der 15-fachen Menge 2-proz., wasserfreier methylalkohol. Salzsiure wie 
beschrieben in die Dimac. iiberfiihrt wurden. Nach der Destillation im 
Hochvakuum wurden 2,50 g ungesittigte Dimac. erhalten. Durch Ver- 
seifung wurde von diesen noch 0,28 g an Fettsiuren abgetrennt (Schmp. 
46—47°), 

In dem Ausgangsmaterial war nichts an Verseifbarem vorhanden 
gewesen. Es zeigte sich hierbei, daB wahrend der Aufarbeitung aus den 
Aldehyden in geringem Umfange Fettsiuren entstehen kénnen. 

Es wurden 2,14 g ungesattigte Dimac. erhalten. 

4,080, 3,958 mg Sbst.: 4,83, 4,40 ccm n/30-Na.S,03. — 10,14, 10,10 mg Sbst.: 
28,59, 28,50 mg CO,; 11,60, 11,62 mg H,O (zur C-, H-Bestimmung war die Sub- 
stanz nochmals destilliert worden). 

Octodecenal-Dimac. CH,4o0,. 

Ber.: OCH, 19,86, C 76,85, H 12,90. 

Gef.: OCH, 20,4, 19,2, C 76,95, 77,00, H 12,83, 12,88. 

Plasmalbestimmung (Verdiinnung 1: 10000) D: 22,97; E: 0,638. 

Wenig gelb gefarbtes Ol, welches auch bei 0° nicht erstarrt. 
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Die Substanz war N-frei. Um den Stickstoff etwa noch vorhandener Oxime 
zu bestimman, wurde die Mikro-Kjeldahl-Bestimmung in der von Friedrich?” 
modifizierten Weise angewandt. Vor der Veraschung mit Schwefelsaéure wird hier- 
bei die Substanz mit Jodwasserstoffsiure vorbehandelt. 

Zur Charakterisierung der ungesittigten Dimac. ist die Jodzahlbestimmung 
nach Rosenmund und Kuhnhenn" nicht anwendbar, da es infolge des als 
Lésungsmittel anwesenien Eisessigs wahrend der Bestimmung zu einer Spaltung 
der Dimac. und zu einer Anlagerung von Brom an die freien Aldehyde kommt. 
Infolgedessen werden zu hohe Jodzahlen gefunden. 

Die Darstellung der gesattigten Dimac. erfolgte in analoger Weise. 


g) Hydrierung der ungesittigten Dimethylacetale 


0,89 g der dargestellten ungesittigten Dimac. wurden mit durch 
Palladiumchloriir aktivierten Raney-Nickelkatalysator in Athanol hy- 
driert. Nach etwa 2 Stunden war die berechnete Menge von 64 ccm 
Wasserstoff aufgenommen. Da es sich bei Vorversuchen gezeigt hatte, 
daB bei der Hydrierung der Dimac. diese zum Teil in unbekannter 
Weise weiter reduziert werden, wurde, um diesen Anteil sowie das den 
Dimac. von vornherein noch beigemengte Unverseifbare abzutrennen, 
das Hydrierungsprodukt erst in die Oxime iibergefiihrt und diese von 
jenen beiden in Lésung gebliebenen Anteilen abfiltriert. Es kristalli- 
sierten nur 0,35 g gesittigte Oxime aus. Der Schmelzpunkt betrug 
78°, nach dem Umkristallisieren aus Athanol 80°. 

0,20 g der Oxime wurden wie beschrieben in die Aldehyde iiber- 
gefiihrt und diese nach Asinger* zu den Sauren oxydiert. Nach Ab- 
trennen des Unverseifbaren wurden 0,16 g freie Saéuren erhalten. Schmp. 
56°; Aquiv.-Gew. : 269,1, 267,3 (13,925, 12,630 mg Sbst.: 1,035, 0,945cem 
n/20-NaOH). Nach dem Umkristallisieren aus Aceton betrug der 
Schmelzpunkt 58°. 


12,565, 13,055 mg Sbst.: 0,935, 0,974 ccm n/20-NaOH. 

Palmitinsaure. Aquiv. -Gew. Ber.: 256,4. 

Stearinsiure. Aquiv.-Gew. Ber.: 284,4. 

Aquiv.-Gew. Gef.: 268,8, 268,1. 

Da angenommen wurde, da8 der Fraktion der ungeséttigten Dimac. noch 
gesattigte mit kiirzerer Kohlenstoffkette beigemengt waren, welche nach der 
Hydrierung der Ungesattigten den von den friiheren Ergebnissen abweichenden 
Befund verursachten, wurde die beschriebene Darstellung und weitere Aufarbeitung 
der ungesattigten Dimac. nochmals wiederholt, jedoch hierbei die gesattigten 
Oxime, um sie mdglichst vollstandig abtrennen zu kénnen, im Eisschrank und 
nicht wie gew6hnlich bei Raumtemperatur, zum Auskristallisieren gebracht. Das 
Ergebnis blieb jedoch das gleiche. 


Nach diesen und den oben (unter E. II.) beschriebenen Befunden 
konnte nicht entschieden werden, ob ein ungesittigter Aldehyd mit 
16 Kohlenstoffatomen vorkommt, oder ob bei der Darstellung der un- 
gesattigten, lediglich gesattigte mit kiirzerer C-Kette mit erhalten 
werden. Diese Frage konnte schlieBlich folgendermaBen geklart werden: 

10 A. Friedrich, diese Z. 216, 68 [1933}. 


11K. W. Rosenmund u. W. Kuhnhenn, Z. Unters. Lebensmittel 46, 154 
[1923]. 
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h) Fraktionierte Destillation der ungesattigten 
Dimethylacetale 

Auf die beschriebene Weise wurden 6,6g ungesittigte Dimac. 
dargestellt. 

2,215, 2,010 mg Sbst.: 2,107, 1,905 ccm n/30-Na,S,03. 

Gef.: OCH, 16,4, 16,3; Plasmal (Verdiinnung 1: 10000) D: 13,1; E: 0,883. 

Die fiir die Darstellung als Ausgangsmaterial verwandten Glycerinphosphatide 
waren nicht mehr ganz frisch und dunkler gefairbt. Hierdurch diirften die zu nie- 
drigen OCH,-Werte bedingt gewesen sein. Die Verseifungszahl der Dimac.-Fraktion 
war 0. 

6,45 g wurden im Hochvakuum in dem Apparat von Schuwirth® 
fraktioniert destilliert. Es wurden 7 Fraktionen gewonnen; der mit 
Ather aus Kolben und Kolonne herausgespiilte Riickstand wurde aus 
einem kleinen Claisenkolben im Hochvakuum iiberdestilliert und mit 
der letzten, wenig verfairbten Fraktion vereinigt. Im Eisschrank er- 
starrte Fraktion 1, waihrend die anderen Fraktionen fliissig blieben. 
Dies deutete bereits darauf hin, daB in der ersten Fraktion gesittigte 
Dimac. starker angereichert waren (Tab. 2.). 


























Tab. 2. 
Menge —_ Plasmalbest. (Verd. 1 : 10000) 
g 70 7 D | E 
] 0,45 12,7/12,5 19,7 0,706 
2 0,78 15,9/15,6 15,5 0,810 
3 0,84 17,0/16,1 10,8 0,967 
4 0,78 10,1/10,8 23,9 0,621 
5 0,84 17,7/17,9 © 11,3 0,947 
6 0,73 17,3/16,6 10,94 0,963 
‘| 1,46 14,2/13,8 26,9 0,571 
5,88 g 


1. 1,475, 2,600 mg Sbst.: 1,085, 1,88 ccm n/30-Na,S$,03. — 2. 3,660, 2,860 mg 
Sbst.: 3,38, 2,587 com n/30-Na.S,03. — 3. 1,813, 3,340 mg Sbst.: 1,784, 3,115 com 
n/30-Na,8,03. — 4. 1,396, 2,070 mg Sbst.: 0,818, 1,292 ccm n/30-Na,8,05. — 
5. 2,630, 1,460 mg Sbst. : 2,707, 1,513 ee" n/30-Na.S Os. — 6. 2,124, 1,855 mg 
Sbst.: 2,135, 1,788 cem n/30- Na,S,03. — 7. 2,145, 3,235 mg Sbst.: 1,768, 2,593 com 
n/30-Na.S.Oz3. 

Alle Fraktionen wurden einzeln in folgender Weise aufgearbeitet: 
Nach Spaltung der Dimac. in Eisessig wurden die freien Aldehyde mit 
Silberoxyd nach Asinger* wieder zu den Sauren oxydiert. Nach 
6-stdg. Riihren bei 90° wurde nach dem Abkiihlen auf 70° langsam mit 
Eisessig (zur schonenden Behandlung der ungesittigten Fettsiuren an- 
stelle von Mineralsiiure) angesiuert. Nach dem Abkiihlen auf Zimmer- 
temperatur. wurde, um eine Verklumpung zu vermeiden, reichlich 
Petrolither zugegeben und noch etwa 3 Stdn. weiter geriihrt. Danach 
wurde im ganz leichten Vakuum iiber Kieselgur der Niederschlag an 
Silber und Silberacetat abfiltriert und sehr griindlich nacheinander mit 
Alkohol und Petrolither nachgewaschen. Mit wenig Wasser wurde 
13* 
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durch etwa 8-maliges Ausschiitteln der petrolitherischen Lésung die 
iiberschiissige Essigsiure entfernt. Den freien Fettsiuren war in allen 
Fraktionen noch etwas kolloidales Silber beigemengt. Deshalb wurden 
sie wie iiblich durch 1 %-stdg. Kochen mit der 15-fachen Menge 5-proz. 
methylalkohol. Schwefelsiure in die Methylester iibergefiihrt und das 
gebildete Silbersulfat abfiltriert. Die Ester wurden sodann verseift, das 
Unverseifbare abgetrennt und die Fettsiuren in Freiheit gesetzt. Die 
Fettsiuren der Fraktionen 1—3 waren bei Raumtemperatur teilweise 
erstarrt, die der Fraktionen 4—6 waren fliissig, die der letzten Fraktion 
ebenfalls erstarrt. Die so erhaltenen Fettsiiuren wurden nach Bestim- 
mung der Jodzahl und des Aquivalentgewichtes nach Twitchell’ in 
fliissige und feste Fettsiuren getrennt. 

Nachdem an Hand der gefundenen Jodzahl ein ungefahrer Anhalt 
fiir die vorhandene Menge an ungesittigten Fettsiuren gegeben war, 
wurde die fiir die Trennung benétigte Menge an Bleiacetat jeweils so 
berechnet, daB neben den gesittigten Bleiseifen aus reichlich der Halfte 
der ungesittigten Fettsiiuren ebenfalls die Bleiseifen gebildet wurden. 
Denn nach den gemachten Erfahrungen erhielt man, wurde weniger 
Bleiacetat zugegeben, einen Teil der gesiittigten, besonders der niedrigen, 
gemeinsam mit der Fraktion der ungesittigten Fettsiuren. Nur so 
lieBen sich, allerdings unter geringen Substanzverlusten, reine, unge- 
sittigte Fettsiuren gewinnen. 

Um die gesittigten Fettsiuren ohne Beimengung an ungesattigten 
zu erhalten, wurde bei der Trennung entsprechend umgekehrt ver- 
fahren (Tab. 3). 


Tab. 3. 





Freie Fettsiuren Unverseifbares 





Menge Menge 
~— ee” | Jodzahl 


Aquiv.-Gew. | Jodzahl g 





NAAQS ONE 











254,3 
267,6 
272,0 
274,5 
281,9/277,4 
278,6 
304,0 





33,7 
56,7 
72,8 
76,6 
85,5/86,0 
79,1 
68,4 





0,10 
0,10 
0,08 
0,05 
0,08 
0,07 
0,35 





* Da die letzte Fraktion nach der Oxydation stirker verfairbt war, wurden 
die Methylester nochmals destilliert und 1,00 g als leicht verfarbtes Ol erhalten. 


Fettsauren: 1. 10,935 mg Sbst.: 0,86 ccm n/20-NaOH. — 10,730 mg Sbst.: 
0,285 cemn/10-Bromlsg. — 2.12,470 mg Sbst: 0932 ccm n/20-NaOH, — 12,735 mg 
Sbst.: 0,569 cem n/10-Bromlsg. —— 3. 18,250 mg Sbst.: 1,342 com n/20 NaOH. — 
15,000 mz Sbst.: 0,86 ccm n/10-Brom\sg. — 4. 12,050 mg Sbst.: 0,878 ccm n/20- 
NaOH. — 13,925 mg Sbst.: 0,84 ccm n/10-Bromlsg. — 5. 16,110, 14,700 mg Sbst.: 
1,143, 1,06 cem n/20-NaOH. — 14,400, 15,205 mg Sbst.: 0,965, 1,03 cem n/10- 
Bromlsg. — 6. 15,350 mg Sbst.: 1,102 ccm n/20—NaOH. — 12,92 mg Sbst.: 
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0,805 ccm n/10-Bromlsg. — 7. 15,685 mg Sbst.: 1,032 ccm n/20-NaOH. — 13,920 mg 
Sbst.: 0,75 ccm n/10-Bromlsg. 

Unverseifbares: 1. 11,410 mg Sbst.: 0,784 ccm n/10-Bromslg.—2. 14,380 mg 
Sbst.: 1,022 com n/10-Bromlsg. — 3. 11,495 mg Sbst.: 0,87 com n/10-Bromlsg. — 
4, 12,635 mg Sbst.: 0,78 ccm n/10-Bromlsg. — 5. 10,420 mg Sbst.: 0,74 com 
n/10-Bromlsg. — 6. 16,240 mg Sbst.: 1,12 ccm n/10-Bromlsg. — 7. 17,735 mg Sbst.: 
0,975 ccm n/10-Bromlsg. 

Das Unverseifbare war bei allen Fraktionen als 0] erhalten worden. Die 
Fraktionen wurden vereinigt. Bei der Priifung mit Fuchsinschwefliger Siure fand 
sich, daB es noch relativ viel Plasmal enthielt (Verdiinnung 1: 10000): D 64,7; 
E 0,19. Auch die Methoxylbestimmung ergab noch einen relativ hohen Wert von 
8,0, 8,89% OCHs. (4,687, 2,265 mg Sbst.: 2,185, 1,16 ccm n/30-Na,S,0s). 

Es handelte sich demnach bei dem Unverseifbaren zu einem betrichtlichen 
Teil um ungespaltene Dimac. Weitere Untersuchungen wurden wegen der geringen 
Menge nicht ausgefiihrt. 

Die fliissigen Fettsaiuren: S. Tab. 1. 


Flissige Fettsiuren: 


0,83 ” 11,190 ” ” ? 

0,927 ,, 14,770,, ,, 1,047 

0,992 12,950,, 4, 0,925 ,,  ,, ” 

1,19 15,175, 15,275 mg Sbst.:1,065,1,06'cem 
n/10-Broml, 

0,82 15,160,,__,, 1,085 

1,078 13,800,, ,, 0,98 


Die nach Twitchell? abgetrennten festen Fettsiuren bringt Tab. 4. 
Tab. 4. 





Aquiv.-Gew. | Jodzahl 





252,8 
260,5 
/ 


/ 
274,0/270,8 








304,1 











Feste Fettséuren: 1. 15,900 mg Sbst.: 1,258 com n/20-NaOH. — 2. 17,610 mg 
Sbst.: 1,352 ccm n/20-NaOH. — 5. 12,150, 14,150 mg Sbst.: 0,887, 1,045 com 
n/20-NaOH. — 16,810 mg Sbst.: 0,458 cem n/10-Bromlsg. — 7. 15,250 mg Sbst.: 
1,003 cem n/20-NaOH. 

0,19 g fliissige Siure der Frakt. 5, welche zuerst aufgearbeitet 
worden war, wurde mit durch Palladiumchlorir aktiviertem Raney- 
Nickelkatalysator in Athanol als Lésungsmittel hydriert. Nach Ab- 
trennen des Unverseifbaren wurden 0,15 g freie Saiure vom Schmp. 
64—66° und Aquiv.-Gew. 280,8 erhalten (13,800 mg Sbst.: 0,983 ccm 
n/20-NaOH). 

Nach dem Umkristallisieren aus Aceton wurde reine Stearin- 
siure erhalten: 
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12,905, 15,820 mg Sbst.: 0,909, 1,11 ccm n/20-NaOH. — 9,91, 10,00 mg Sbst.: 

27,65, 27,85 mg CO,; 11,21, 11,30 mg H,O. 
Stearinséure C,,H3,0,. Ber.: Aquiv.-Gew. 284,4, C 76,00, H12,76. 
Gef.: Aquiv.-Gew. 283,9, 285,0, C 76,14, 76,00, H 12,67, 12,65. 

Glinzende Plattchen; Schmp. 68—69°. Die Saure ergab mit 
Stearinsaure reinst (Schmp. 69°) keine Depression. 

Nachdem hierdurch der urspriingliche Befund, daB nur unge- 
sattigte Aldehyde mit 18 C-Atomen vorkommen, gesichert worden war 
und nachdem als fliissige Saiure in siimtlichen Fraktionen annahernd 
reine Octadecensiure gefunden worden war, wurden 0,16 g der fliissigen 
Saure der vereinten Fraktionen 1 und 2 in gleicher Weise hydriert, 
Nach Abtrennen des Unverseifbaren: 0,11 g freie Siure; Schmp. 63—64°; 
Aquiv.-Gew. 287,4 (16,740 mg Sbst.: 1,165 cem »/20-NaOH). 

Auch hier wurde nach dem Umkristallisieren aus Aceton reine 
Stearinsaure erhalten: ; 

13,525, 9,985 mg Sbst.: 0,950, 0,703 ccm n/20-NaOH. — 10,50, 10,10 mg Sbst.: 
29,21, 28,12 mg CO,; 11,80, 11,40 mg H,0. 

Ber.: Aquiv.-Gew. 284,4, C 76,00, H 12,76. 
Gef.: Aquiv.-Gew. 284,7, 284,1, C 75,91, 75,98, H12,58,12,63. 

Glanzende Plittchen; Schmp.: 68,5°; mit Stearinsaéure reinst 

(Schmp.: 69°) trat keine Depression ein. 


i) Ozonisation der fliissigen Séiuren 


Die restlichen ungesattigten Fettsiuren aller Fraktionen wurden 
vereinigt und 1,35 g in Cyclohexan als Lésungsmittel ozonisiert. Die 
Ozonide wurden wieder nach Asinger‘ oxydativ gespalten. Das Ge- 
misch aus Mono- und Dicarbonsiuren betrug 1,45 g. Dadurch, daB keine 
Monocarbonsiuren mit langer Kohlenstoffkette anwesend waren, ge- 
staltete sich die weitere Aufarbeitung wesentlich einfacher als zuvor. 


Die Dicarbonsduren: 

Das Sauregemisch wurde mit Petrolither versetzt, % Stde. unter 
Riickflu8 gekocht und die unléslichen Dicarbonsiuren abfiltriert. 
Nach dem Umkristallisieren aus reichlich Wasser wurden 0,34 g einer 
nicht ganz reinen Undecandisiure erhalten. Schmp. 106—108°. Aquiv.- 
Gew. 106,8, 106,7 (7,800, 8,920 mg Sbst.: 1,461, 1,672 com n/20-NaOH). 

Nach nochmaligem Umkristallisieren aus Wasser wurde reine 
Undecandisaure erhalten. 

9,385, 7,820 mg Sbst.: 1,735, 1,451 ccm n/20-NaOH. — 10,50, 10,11 mg Sbst.: 


23,51, 22,64 mg CO,; 8,72, 8,39 mg H,0. 
H9,32. 


Undecandisiure C,,H,)0,.Ber.: Aquiv.-Gew. 108,1, C61,06, 
Gef.: Aquiv.-Gew. 108,2, 107,8, C61,10, 61,11, H9,29, 9,29. 


WeiBe, perlmuttartig glinzende Biittchen. Schmp. 110°. Zur 
Priifung des Mischschmelzpunktes stand andere Undecandisiure nicht 
zur Verfiigung. Mit Azelainsiure (Schmp. 106°) trat starke Depression 


ein. 
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Die Mutterlaugen der Undecandisiiure wurden vereint, wenig 
eingeengt, eine kleine Menge an unreiner Undecandisiure abgetrennt, 
sodann vdéllig eingeengt und der Riickstand aus wenig Wasser um- 
kristallisiert. Es wurden 0,17g einer noch unreinen Azelainsiure- 
fraktion erhalten. Schmp. 102°; Aquiv.-Gew.: 96,9, 96,1 (6,965, 8,845 mg 
Sbst.: 1,438/1,841 ccm ”/20-NaOH). Das gleiche Verfahren wurde noch- 
mals wiederholt und schlieBlich reine Azelainsiure gewonnen. 

7,540,7,880 mg Sbst.: 1,59, 1,662 ccm n/20-NaOH. — 10,13, 10,12 mg Sbst.: 
21,30, 21,30 mg CO,; 7,78, 7,76 mg H,0. : 
Azelainsiure CgH,,0,. Ber.: Aquiv.-Gew. 94,1, C 57,43, H8,57. 

Gef.: Aquiv.-Gew. 94,8, 94,8, C 57,38, 57,44, H8,60, 8,58. 

Kleine weiBe Drusen. Schmp. 105°. Mit aus reiner Olsiure durch 
Qzonisation dargestellter Azelainsiure (Schmp. 106°) trat keine De- 


pression ein. 


Die Monocarbonsauren: 

Die Fraktion der Monocarbonsiuren betrug 0,77 g. Das etwas zu 
hohe Gewicht (das Gewicht des Mono- und Dicarbonsiiurengemisches 
betrug 1,45 g) diirfte durch wenig beigemischte Dicarbonsiuren bedingt 
gewesen sein. 

Mit Hilfe einer kleinen Fraktionierkolonne (Linge der Kolonne: 
10 cm) wurden die freien Siuren bei 15 mm Hg vorsichtig fraktioniert 
destilliert. Es wurden 3 Fraktionen erhalten: 1. 0,16 g, 2. 0,21 g, 3. 0,12 g. 
Ein geringer Riickstand, welcher nach dem Abkiihlen erstarrte, wurde 
verworfen. 

1. 11,450 mg Sbst.: 1,766 ccm n/20-NaOH. — 2. 10,970 mg Sbst.: 1,554 ccm 
n/20-NaOH. — 3. 10,230 mg Sbst.: 1,305 ccm n/20-NaOH. 

Onanthsaure C;H,,0,. Ber.: Aquiv.-Gew. 130,2. 
Pelargonsaure C,H,,0,. Ber.: Aquiv.-Gew. 158,2. 
1. Gef.: Aquiv.-Gew. 129,7. 

2. Gef.: Aquiv.-Gew. 141,2. 

3. Gef.: Aquiv.-Gew. 156,8. 

Die aus annahernd reiner Onanthsiure bestehende Frakt. 1 und 
die aus annahernd reiner Pelargonsiure bestehende Frakt. 3 wurden 
wie bereits beschrieben tiber die Saéurechloride in die Siureamide iiber- 
fiihrt. 

Frakt. 1: Nach dem Umbkristallisieren aus Wasser wurden 0,11 g 
reines Onanthsiureamid erhalten. 

3,320, 2,985 mg Sbst.: 2,55, 2,593 ccm n/100-HCl. — 11,20, 9,00 mg Sbst.: 
26,70, 21,60 mg CO,; 11,€0, 9,33 mg H,O. 
Onanthsiureamid C;H,,ON. Per.:N 10,84, C 65,07, H 11,70. 

Gef.: N 10,75, 10,73, C 65,06, 65,16, H 11,60, 11,61. 

WeiBe, glinzende Blittchen. Schmp. 95°. Der Mischschmelzpunkt 
mit Onanthsiureamid, welches aus Onanthol iiber die Saiure und das 
Siurechlorid dargestellt worden war (Schmp. 95°), ergab keine De- 
pression. Mit aus Olsiure durch Ozonisation dargestelltem Pelargon- 
siureamid (Schmp. 92—93°) und mit dem aus Frakt. 3 gewonnenen 
Pelargonsiureamid trat starke Schmelzpunktsdepression ein. 
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Frakt. 3: Das Siureamid wurde aus wiBrigem Methanol (1 : 1) 
umkristallisiert und 0,08 g reines Pelargonsiureamid erhalten. 

N-Bestimmung nach Dumas: 29,05 mg Sbst. : 2,28 cem N, (763 mm Hg, 23° C). — 
9,87, 10,00 mg Sbst.: 24,87, 25,19 mg CO,; 10,68, 11,80 mg H,O. — 2,835, 2,960 mg 
Sbst.: 1,785, 1,845 ccm n/100-HCI. 
Pelargonséureamid C,H,,ON. Ber.: C68,74, H 12,18, N 8,91. 

Gef.: C68,79, 68,74, H 12,12, 12,09, N 8,90, 8,83, 8,73. 

WeiBe, glinzende Blaittchen. Schmp. 92—93°. Keine Depression 
mit dem dargestellten Pelargonsiureamid, dagegen starke Depression 
mit dem aus Onanthol dargestellten Onanthsiureamid. 


k) Die aus den gesattigten Aldehyden 
stammenden Fettsaiuren 


* 


Die bei der Aufarbeitung der fraktionierten Destillation der un- 
gesittigten Dimac. erhaltenen gesittigten Fettsiuren der Fraktionen 
1—3 wurden vereinigt und von diesen nochmals nach Twitchell? 0,07 g 
fliissige Saure abgetrennt. (Diese erstarrte bei Raumtemperatur, so daf 
auch gesattigte Fettsiuren beigemengt gewesen sein diirften.) Es wurden 
0,21 g gesattigte Fettsiuren erhalten; Schmp.: 54,5°; Aequiv.-Gew.: 
254,7. (16,010 mg Sbst.: 1,257 ccm /20-NaOH.) 

Die Saéure wurde aus Aceton umkristallisiert. 

14,965, 12,90 mg Sbst.: 1,185, 1,012 ccm n/20-NaOH. — 11,51, 9,00 mg Sbst.: 
31,53, 24,61 mg CO,, 12,78, 10,03 mg H,0. 

Palmitinsiure C,,Hs.03. Ber. Aquiv.-Gew. 256,4, C74,94, H12,58. 
Gef. Aquiv.-Gew. 252,6, 254,9,C 74,74, 74,64, H12,43, 12,47. 

Schmp. 55°. Beim Mischschmelzpunkt mit Palmitinsaure reinst 
(Schmp. 62°) stieg der Schmelzpunkt auf 58—59°. 

Es handelte sich demnach um eine nicht ganz reine Palmitinsaure. 
Es war somit erwiesen, daB bei der beschriebenen Darstellung der un- 
gesittigten Dimac. diese auch gesittigte, vor allem das Dimac. des 
Palmitals enthalten. 


Il. 


Es wurden auch 6,00 g der friiher dargestellten gesattigten Dimac. 
in dem Apparat von Schuwirth® fraktioniert destilliert. Von den er- 
haltenen 8 Fraktionen wurde nur die erste und letzte Fraktion auf- 
gearbeitet. 

Frakt. 1. 0,61 g; OCH;: 18,7, 18,2%; D: 19,5; E: 0,710. 

Frakt. 8. 0,55 g; OCH: 18,9, 18,3%; D: 20,9; E: 0,680. 

(Plasmalbestimmung, Verdiinnung | : 10000.) 

il. 1,690, 2,335 mg Sbst.: 1,83, 2,46 com n/30-Na,S,0,. — 8. 2,530, 2,380 mg 
Sbst.: 2,78, 2,53 com n/30-Na,S,03. 

0,22 g der Dimac. der Frakt. 1 wurden in die Aldehyde und diese 
nach Asinger‘ in die Fettsaéuren iibergefiihrt. Nach Abtrennen einiger 
Milligramm an Unverseifbarem wurden 0,17 g gesittigte Fettsiuren 
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erhalten. Schmp. 59°, Aequiv.-Gew. 255,4 (13,050 mg Sbst.: 1,022 ccm 


n/20-NaOH). 

Nach dem Umkristallisieren aus Aceton wurde reine Palmitin- 
siure erhalten. 

14,580, 13,530 mg Sbst.: 1,139, 1,053 cem n/20-NaOH. — 11,66, 11,50 mg 
Sbst.: 32,12, 31,70 mg CO,; 13,11, 13,00 mg H,0. 

Palmitinséure C,.H3.0,. 

Ber.: Aquiv.-Gew. 256,4, C 74,94, H 12,58. 

Gef.: Aquiv.-Gew. 256,0, 257,0, C 75,16, 75,23, H 12,58, 12,65. 

Kleine weiBe Kristalle. Schmp. 61°. Mit Palmitinsaéure reinst 
(Schmp. 62°): Keine Depression. 

Auf gleiche Weise wurden aus 0,19 g Dimac. der Frakt. 8 0,15 g 
Fettsiure erhalten. Schmp. 68,5°, Aquiv.-Gew. 285,8 (15,575 mg Sbst.: 


1,09 com /20-NaOH). 
Nach dem Umkristallisieren aus Aceton wurde reine Stearinsaure 


erhalten. 

12,605, 12,965 mg Sbst.: 0,885, 0,913 ccm n/20-NaOH. — 11,58, 11,51 mg 
Sbst.: 32,21, 32,07 mg CO,; 13,12, 13,10 mg HO. 

Stearinsaéure C,,H;,Q,. 

Ber.: Aquiv.-Gew. 284,4, C 76,00, H 12,76. 

Gef.: Aquiv.-Gew. 284,9, 284,0, C 75,91, 76,02, H 12,68, 12,71. 

Kleine, weiBe Ksistalle. Schmp. 69°. Mit Stearinsaéure reinst 
(Schmp. 69°): Keine Depression. 

Damit wurde der von Klenk? seinerzeit erhobene Befund iiber das 
Vorkommen von Palmitin- und Stearinaldehyd bestitigt. Ein Anhalt 
fiir das Vorkommen noch héherer Aldehyde war nicht gegeben. 


Da8 in der ersten Fraktion der destillierten gesaittigten Dimac. nur Palmitin- 
aldehyd gefunden wurde, war nicht dafiir beweisend, da8 nicht auch noch nie- 
drigere gesattigte Aldehyde vorkommen kénnen, da sie bei der Darstellung der 
ungesittigten Dimac. nach den vorliegenden Ergebnissen in diesen mit enthalten 
sein muBten. Ebenso muBten sie, falls sie iberhaupt vorkommen, noch in der 
Fraktion der Monocarbonsiauren enthalten sein, welche tibrig geblieben war, nach- 
dem das Gesamtaldehydgemisch ozonisiert worden war und die aus den un- 
gesittigten Aldehyden stammenden Bruchstiicke entfernt worden waren. 


III. 


Diese Monocarbonséuren wurden in die Methylester ibergefiihrt und aus 
5,7 g dieser Ester in dem Apparat von Schuwirth® 0,23 g herausdestilliert. 
Nachdem wenig Unverseifbares abgetrennt worden war, wurden 0,18 g freie Siuren 
erhalten. Schmp. 43°. 11,220, 17,330 mg Sbst.: 1,013, 1,519 ccm n/20-NaOH. 

Myristinsaure C,,H,,0,. Ber.: Aquiv.-Gew. 228,4. 

Gef.: Aquiv.-Gew. 221,5(?), 228,2. 

Aus wenig Aceton umkristallisiert, wurden nur 22 mg Saure erhalten. 
Schmp. 49°; Aquiv.-Gew.: 234,5 (13,965 mg Sbst.: 1,191 ccm n/20-NaOH). 

Da der gr6éBte Teil der Séure noch in der Mutterlauge enthalten war, wurde 
diese stark eingeengt und solange tropfenweise mit etwa 60° warmem Wasser 
versetzt, daB die Lésung gerade klar blieb. Es kristallisierten im Eisschrank 
weitere 49 mg aus, Schmp. 46°; Aquiv.-Gew. 235,5 (15,720 mg Sbst.: 1,335 ccm 
n/20-NaOH). 

Aus der Mutterlauge wurde das Aceton abdestilliert, die restliche Séure in 
wenig Ather aufgenommen, 2-mal mit Wasser gewaschen und die atherische Lés ung 
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aber Natriumsulfat getrocknet. Nach Abdestillieren des Athers wurde der Riick- 
stand aus waBrigem Aceton umkristallisicrt und weitere 39 mg Siure erhalten, 

13,635 mg Sbst.: 1,182 ccm n/£0-NaOH. — 11,32, 8,90 mg Sbst.: 30,49, 
24,00 mg CO,; 11,92, 9,39 mg H,O. 

Byeteatinss C,,H.,0, 

Ber.: Aquiv.-Gew. 228 og Cc 73,63, H 12,36. 

Gef.: Aquiv.-Gew. 230, 1, C 73,50, 73,58, H 11,79, 11,73. 

Der Schmelzpunkt betrug 45—46°, der Mischschmelzpunkt mit reiner 
Myristinséure (Schmp.: 54°) betrug 50—51,5°. 

Es diirfte sich um eine Fettsiurefraktion handeln, welche in der Hauptsache 
aus Myristinsaure bestand, der noch etwas Palmitinsiure (und in Spuren vielleicht 
auch andere Fettsaiuren) beigemengt war. 

Bewiesen ist damit das Vorkommen von Myristinaldehyd nicht, einmal, da 
die gewonnene Myristinséure noch nicht rein war; auerdem kénnte theoretisch 
die Saéure aus‘einem ungesiattigten Aldehyd bei der Ozonisation entstanden sein. 
Jedoch besteht keinerlei Anhalt dafiir, daB neben den beiden gefundenen noch 
andere ungesattigte Aldehyde vorkommen. 


Zusammenfassung 


1. Die Aldehyde der Acetalphosphatide des Gehirns wurden in Form 
der Dimethylacetale unter Umgehung der Darstellung der Acetal- 
phosphatide in nahezu quantitativer Ausbeute isoliert. 

2. Als ungesittigte Aldehyde kommen cis-4'-Octodecenal und 
in geringerer Menge cis-A®-Octodecenal vor. 

3. AuBer Palmitin- und Stearinaldehyd kommt wahrscheinlich in 
geringer Menge Myristinaldehyd vor. 


An welche Komponenten der Serumproteine ist das 
Bilirubin gebunden? 


Von 
Ulrich Westphal, Hans Ott und Peter Gedigk 


Aus dem Chem. Laboratorium der Medizin. Klinik der Univ. Tibingen 
((Direktor: Prof. Dr. H. Bennhold) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Juli 1949) 


Das Bilirubin, das sich in geringer Menge im Blut normaler Menschen 
und in erhéhtem MaBe beim Ikteruskranken findet, liegt im Blut stets 
in Bindung an die SerumeiweiSkérper vor. Diese Bindung zwischen Farb- 
stoff und Proteinen gilt fiir das ,,direkt“ reagierende Bilirubin ebenso 
wie fiir das ,,indirekte“!. Fiir die ,,direkte“ Form wurde wahrscheinlich 
gemacht, daB es in ganz spezieller Weise an Protein gebunden ist, und 


1H.Bennhold, Erg. Inn. Med. 42, 273 [1932]; vg]. H. Bennhold, E.Ky- 
lin u. St. Rusznyék, Die Eiwei&kérper des Blutplasmas, Dresden u. Leipzig 
1938, 8. 246ff. 
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da8 diese Bindungsart in pathologischen Fillen in einer gewissen Menge 
vorliegt, die durch auBere Einfliisse (Zusatz von Bilirubin oder Gallen- 
siuren) nicht wesentlich beeinfluBt werden kann”, Das einem Serum 
in vitro zugefiigte Bilirubin wird fast vollstindig in die ,,indirekte“ 
Bindung aufgenommen. 


Zur Klarung der Frage, an welche EiweiSkérper des Blutes das Bilirubin 
in seinen verschiedenen Erscheinungsfo1men gebunden ist, wurde die mcdeimne 
Elekt1ophoresemethcdik he1angezogen. Aus den alteren Untersuchungen, die mit 
dem einfachen Kataphoreseapparat nach Michaelis durchgefiithit wuiden, war 
von Bennhold' der Schlu8 gezogen worden, daf das Bilirubin an das Albumin 
des Serums gebunden ist; in einem Falle war auch eine Bindung an die Globulin- 
fraktion fiir wahrscheinlich gehalten worden’ (vgl.?). Fir Beobachtung und 
Auswertung der elektrophoretischen Wande1ung eines Proteingemisches in dem 
Apparat von Tiselius® stehen heute verschiedene optische Methoden zur Ver- 
figung®, die meist eine automatische Aufzeichnung der durch die Auftrennung 
im elektrischen Feld sich bildenden EiweiSgradienten gestatten. Als fiir das vor- 
liegende Problem besonders geeignet erschien die Arbeitsweise von Philpot’, 
bei der die an den Grenzen der einzelnen Proteinkomponenten auftretenden 
Gradienten der Brechungsexponenten auf optischem Wege mit Hilfe einer 
schrigen Blende und einer sammelnden Zylinderlinse mit vertikaler Achse in 
Form eines Schattenbildes dargestellt werden. Dieses wird von einer Kurve 
begrenzt, in der die Lage der Maxima durch die Wanderungsgeschwindigkeit der 
einzelnen EiweiBkérper bestimmt wird; die von ihr mit der Basislinie gebildete 
Flaiche ist der Menge vorhandenen Proteins proportional. Der iiber dem Schatten- 
feld befindliche helle ,,Himmel“ entspricht dem durch die EiweiBlésung hin- 
durchfallenden Licht; auf ihm sind alle Farbténungen sichtbar, die das im U- 
Rohr befindliche Serum selbst aufweist. So ist es auf einfache Weise méglich, 
eine auf dem ,,Himmel“ erscheinende Farbgrenze in unmittelbaren Zusammen- 
hang zu bringen mit der durch die Schattenkurve dargestellten Grenze einer be- 
stimmten Proteinkomponente. 

Fir die Auswertung der FlichengréBen eines Elektrophoresediagramms ist 
es vorteilhaft, an Stelle der durch die schraige Blende erhaltenen Schattenkurve 
nach dem Vorgehen von Svensson® einen schragen Spalt zu benutzen’. Dieser 
zeichnet eine helle Kurve auf dunklem Grund; dadurch geht die Méglichkeit 
der Beobachtung von Farbzonen neben den Proteingrenzen verloren. Um bis zu 
einem gewissen Grade den Vorteil des schrigen Spaltes mit der Sichtbarkeit der 
gefarbten Elektrophoreselésuug zu vereinigen, verwendeten wir in ahnlicher 
Weise wie schon Svensson® einen schrig gespannten Draht, der eine dunkle 
Kurve auf hellem Untergrunde lieferte. 


Bevor diese Elektrophoreseaufnahmen im eigenen Laboratorium 
durchgefiihrt werden konnten, hat Hr. Dr. E. Wiedemann uns freund- 


2 Vel. U. Westphal u. P. Gedigk, diese Z. 288, 161 [1948]; dort ausfiihr- 
liche Literaturangaben. 

3 U. Westphal u. P. Gedigk, diese Z. 284, 274 [1949]. 

4 R. Schubert, Arztebl. f. Norddeutschland 2, 474 [1939]. 

5 A.Tiselius, Trans. Faraday Soc. 83, 524 [1937]; Kolloid-Z. 88, 129 
(1938]; Svensk. kem. Tidskr. 50, 58 [1938]. 

6 Zusammenfass. Darst. bei E.Wiedemann, Experientia 3, 341 [1947]; 
Chemia 2, 25 [1948]. 

7 J. St.L. Philpot, Nature [London] 141, 283 [1938]. 

8 H. Svensson, Kolloid-Z. 87, 181 [1939]; 90, 141 [1940]; Ark. Kem. 
Mineral. Geol. Ser. A 22, 10 [1946]. 

° E. Wiedemann, Helv. chim. Acta 30, 648 [1947]; 31, 40 [1948]. 
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licherweise mehrere Seren nach der Methodik von Philpot untersucht?®, 
Es waren dies einerseits Seren normaler Personen, denen in vitro reines 
Bilirubin" zugegeben wurde, andererseits Serum von Ikteruspatienten, 
das sowohl im nativen Zustand als auch nach kiinstlicher Anreicherung 
mit Bilirubin elektrophoretisch aufgetrennt wurde. 

Die Farbstoffzusitze zu den Normalseren wurden so gewahlt, daB 
eine Bilirubinkonzentration von etwa 50 bzw. 100 mg% resultierte. 
Abb. 1 zeigt das Ergebnis fiir das mit der gréBeren Menge versetzte 
Serum. Es sind deutlich zwei Helligkeitsstufen zu unterscheiden, die den 
Grenzen des Bilirubins entsprechen. Die eine befindet sich, wie bekannt, 
am Albumin; sie ist naturgemiB besonders gut bei den aufsteigenden 
Banden zu erkennen. Die zweite Farbstufe ist nicht nur hier, sondern 
noch klarer im kathodischen Schenkel sichtbar, wo sie sich als wandernde 
Endschicht gegen die farbstoffreie Lésung abhebt. Diese zweite Grenze 
befindet sich an dem Ort des «,-Globulin-Gradiénten. Das Bilirubin 
ist also in diesem Fall an das Albumin und an das «,-Globulin gebunden. 
Die gleiche SchluBfolgerung ergibt sich aus dem Diagramm des mit 
50 mg% Bilirubin versetzten Normalserums. 

Das Elektrophoresebild eines ikterischen Serums (Hepatitis epide- 
mica, Gesamtbiljrubin 4,1 mg%, direktes Bilirubin 0,8 mg%) zeigt eben- 
falls die gemeinsame Wanderung des Gallenfarbstoffes mit dem Albumin. 
Eine zweite ganz schwache, braunlichtriibe Farbgrenze liegt beim /- 
Globulin. Diese Farbgrenze, die in der gleichen Intensitaét auch bei zahl- 
reichen Normalseren niichterner Versuchspersonen gefunden wurde, 
kann nicht dem Bilirubin zugeschrieben werden. Trennt man namlich 
die Globulinfraktion vom Albumin ab, so bleibt der Bilirubinnachweis 
mit dem Diazoreagens in der gewéhnlich stirker lichtstreuenden Lésung 
negativ. Setzt man diesem pathologischen Serum 50mg% Bilirubin 
in vitro zu, so erhalt man eine Elektrophoreseaufnahme (Abb. 2), in 
der einerseits die Bindung an Albumin zu sehen ist; weiter ist hier aber 
die zweite Farbstufe sehr gut sichtbar: sie liegt beim £-Globulin. 

Im eigenen Laboratorium konnten zunichst nur Elektrophorese- 
diagramme nach der Lammschen Skalenmethode!? aufgenommen 
werden. Dabei wurde die Lage der wihrend der elektrophoretischen 
Wanderung sichtbaren Farbgrenzen direkt an der Skala abgelesen und 
spater in der ausgewerteten Kurve den entsprechenden Proteinkompo- 
nenten zugeordnet. Auf diese Weise ist die Beobachtung der Farbzonen 
unabhangig von der (bei der Aufnahme nicht immer deutlich erkenn- 


10 Auch an dieser Stelle méchten wir Hrn. Dr. E.Wiedemann, Sandoz 
A.-G., Basel, unseren herzlichsten Dank aussprechen fiir die licbenswiirdige Bereit- 
willigkeit, diese Bilder aufzunehmen. Dieser Dank bezieht sich in gleicher Weise 
auf die mannigfaltige Hilfe, deren wir uns beim Aufbau unserer Elektrophorese- 
apparatur erfreuen durften. 

11 Wir verwendeten fir alle Zusitze Bilirubin ,,Homburg“, das nach? 
gereinigt wurde. 

2 QO. Lamn, Z. physik. Chem. Abt.A, 188, 313 [1928];' Nova Acta Reg. 
Soc. Sci. Upsaliensis IV, 10, Nr.6 [1937]. 
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ansteigende Banden —> —<— fallende Banden 
Abb.7 


Serum Fi., Hypertonie (Nr. 1 der Tab. 2). Gesamtbilirubin durch Zusatz auf 
95,6 mg®,, gebracht*. Puffer nach Michaelis, py 8,9, « = 0,1. 25 mA, 3330 Sek. 
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ansteigende Banden —> <— fallende Banden 
Abb.2 
Serum Schr., Hepatitis epidemica (Nr.2 der Tab. 2). Nativserum: 4,1 mg % 
Gesamtbilirubin, 0,8 mg % direktes Bilirubin. Durch Zusatz von Bilirubin an- 
gereichert auf 54,6mg% Gesamtbilirubin* und 2,1 mg% direktes Bilirubin **. 
Puffer nach Michaelis, pq 8,9 « = 0,1, 25 mA, 6620 Sek. 


* Uber die unter den Versuchsbedingungen tatsichlich vorlicgenden Bili- 
rubinmengen kann nichts ausgesagt werden, da diese Ansiitze nach der Elektro- 
phorese nicht nochmals auf Bilirubin untersucht werden konnten. 

** Die scheinbar ungewéhnlich grofe Zunahme des direkt reagierenden Bili- 
rubins darf hier nicht kritisch bewertet werden, da mit zunehmender Farbinten- 
sitiit die Differenzkolorimetrie eine etwas gréBere Fehlerbreite zeigt. 














Trenniine 


Trenniinie 
7 B a = Alb. Ab \ a B y 





ansteigende Banden = ——= 


~<—  fllende Banden 
Abb. 4 


Serum Ki. Leberechinococcus (Nr.5 der Tab.1). Nativserum 21,1 mg%, Gesamt- 
bilirubin, direktes Bilirubin 10,7 mg%, Serum 1:2 verdiinnt, Philpotsche 
Methode. Puffer nach Michaelis, pq 7,4, « = 0,1, 25 mA, 10980 Sek. Albumin- 


gebunden; Gesamtbilirubin 8,0 mg®,, direkt -+; globulingebunden: direkt +. 
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baren) Lage der Proteinbanden. In einer Reihe von derartig aufgenom- 
menen Elektrophoresebildern ikterischer Seren lagen die gelben Farb- 
stufen des Bilirubins stets beim Albumin und #-Globulin; meist waren 
die Grenzen der gefarbten Proteinkomponenten sowohl an den auf- 
als auch an den absteigenden Banden gut zu erkennen. 

Bei den weiteren elektrophoretischen Untersuchungen an _ikte- 
rischen Seren, und zwar an solchen mit niedrigem Bilirubingehalt, zeigte 
sich bald, daB die Beobachtung von gelber Farbe und Farbgrenzen kein 
ganz zuverlassiger MaBstab fiir die Anwesenheit des Gallenfarbstoffes. 
ist. Dies gilt besonders fiir die photographische Aufnahme von Philpot- 
Diagrammen, bei denen die Registrierung einer Farbgrenze weitgehend 
von der spektralen Empfindlichkeit der verwendeten photographischen 
Schicht, Belichtungszeit, Entwicklungsdauer usw. abhiingig ist. Es 
wurden daher regelmaBig die einzelnen, im Elektrophoreseapparat sicht- 
baren Schichten der Proteinkomponenten, an die augenscheinlich Bili- 
rubin gebunden war, durch vorsichtige Entnahme priparativ von- 
einander getrennt und auf direktes und indirektes Bilirubin analysiert. 
Dabei zeigte sich beispielsweise, daB bei einem Fall von himolytischem 
Ikterus (Serum Stu.) mit 8,4 mg% Gesamt-Bilirubin, davon 2,6 mg% 
direkt reagierend, in der abgetrennten Globulinfraktion kein Bilirubin 
nachzuweisen war, obwohl man eine schwache gelb-braune Farbstufe 
am /-Globulin registrierte. Bei der quantitativen Untersuchung fand 
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[Bitirst.dir schmach +] 
Abb.3. Serum Ba. Leberdystrophie (Nr.1 der Tab. 1). Gesamtbilirubin41,8mg%, 


direktes Bilirubin 11,9 mg%. Serum 1:3,5 verdiinnt, Lammsche Skalenmethode. 
Puffer nach Michaelis, pq 7, 8, 4 = 0,1, 20 mA, 7200 Sekunden. 
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sich das gesamte Bilirubin in der Albuminfraktion. Es erscheint még. 
lich, daB mit diesem £-Globulin eine Zone starkerer Lichtstreuung 
beginnt. 

Abb.3 gibt das Elektrophoresebild eines ikterischen Serums wieder, 
das in dieser Weise aufgenommen wurde. In der sehr kleinen, reinen 
Albuminfraktion war direkt reagierendes Bilirubin stark positiv nach- 
weisbar. Eine quantitative Bestimmung konnte nicht vorgenommen 
werden. Am albuminfreien Ende der absteigenden Banden, wo die 
isolierten Globuline vorliegen, fiel der Nachweis des Bilirubins in diesem 
Falle wegen der sehr starken Verdiinnung des Serums nur schwach 
positiv aus. Das gleiche Serum wurde durch Zusatz von 30 mg% Bili- 
rubin auf die Gesamtkonzentration von 51,4 mg% gebracht und elektro- 
phoretisch untersucht. Die Erhéhung des Bilirubins trat am Albumin 
und £-Globulin in Erscheinung. Wie aus den vorhergehenden Versuchen 
zu erwarten war, wurde das zugesetzte Bilirubin in indirekter Form am 
isolierten Albumin- und am isolierten Globulinanteil gefunden. 

In den geschilderten Versuchen wurde beobachtet, daB durch die 
starke Verdiinnung des Serums, die relativ lange Dialysierzeit und das 
hohe py eihe so starke Bilirubinabnahme eintrat, daB der Bilirubin- 
nachweis in den elektrophoretisch aufgetrennten Fraktionen schwierig 
war. In einem weiteren Elektrophoreseansatz mit einem stark ikte- 
rischen Serum (Abb. 4) wurde daher das Serum nur 1:2 verdiinnt und 
bei einem py von 7,4 nur 24 Stdn. dialysiert. Die exakte Trennung des 
Albuminanteils vom globulingebundenen Bilirubinanteil wurde durch 
Verschieben der beiden Zellen des Standardsatzes an der in Abb. 4 
erkennbaren Stelle vorgenommen. Die Analyse der so gewonnenen 
Fraktion ergab eindeutig das Vorliegen direkt gebundenen Bilirubins 
sowohl am Albumin als auch an den Globulinen. Da am «-Globulin 
keine Farbgrenze sichtbar war, muBte man annehmen, daB mindestens 
die Hauptmenge des globulingebundenen Bilirubins an den §-Globu- 
linen haftete. 

Die bisher von uns untersuchten pathologischen, hochikterischen 
Seren wiesen alle am f-Globulin haftendes Bilirubin auf, wenn der 
Bilirubinspiegel hoch genug lag. Es gab stets die direkte Reaktion nach 
H. v.d. Bergh. Nur in einem Falle (Nr. 2 der Tab. 1) war bei hohem 
Gesamtbilirubin der direkte Bilirubinanteil relativ niedrig, so daB an 
der Globulinfraktion nur indirekt reagierendes, aber kein direktes 
gefunden wurde. Da bei den erforderlichen Verdiinnungen der Elektro- 
phoreseansitze und den bisher zur Untersuchung gekommenen nativen 
Bilirubinkonzentrationen von etwa 20 mg Gesamtbilirubin der glo- 
bulingebundene Farbstoffanteil sehr niedrig war, konnte die Reaktion 
an der kleinen Menge der isolierten Globuline nur qualitativ ausgefiihrt 
werden. Die beobachtete direkte Bilirubinprobe war vollkommen ein- 
deutig. Es zeigt sich also, da8 Bilirubin sowohl am Albumin als auch 
am f-Globulin direkt gebunden sein kann. 
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Tab.1. -Bilirubinbindung in hochikterischen Seren. 





Serum- . 
bilirubin-|°"™™"| Bilirubin- | Bindungsform 
~|Name| Diagnose spiegel cr | bindun 
Nr , diin- 8 

: in mg% Albumin | Globulin 














































































































ges. | dir| "" |Alb.| Glob. |indir,| dir. | indir.| dir. 
1| Ba. —— 41,9/11,9/1:3,5/ + | e+] + ]4 (+) 
| Ba. a or Oe es Pe Pe wile 
3 | wa. -noowergl nr 1:3,5 i" B+ | nicht geprift 
4] 8 — eal zciza)+1o/+]+l ole 
2 - ae a1 a| 0,7 me Etre + 1 + ~~ 
* Schu. a 21,3 10,1 2:1 os B+{| + f+ ap 
“a | we. —” oe ay 2:1 re B+ | + | + |nicht gepr. 
| ma. | vesciet Lior ason [+] a |+]+lala 
9 | Re. — roaioslis |+f/e+| + | 4 + 
10 | Ke. | VersehluB- Joo] gator (a to+]+ f+) f+ 
in| Re. oa” sadlisale1 | +} e+ | + eae 




















* Vel. 2 Tab. 2. 


Auch das indirekt reagierende Bilirubin wurde in Bindung an 
Albumine und an f-Globulin gefunden (vgl. Tab. 1, Nr. 2). Dieses Er- 
gebnis wurde bereits durch die Bilirubinzusatzversuche nahegelegt, 
bei denen fast der ganze zugesetzte Farbstoff ,,indirekt‘‘ gebunden wird 
und sich bei geniigend hoher Konzentration neben dem Albumin auch 
am Globulin haftend leicht nachweisen liBt (siehe Tab. 2). 

Bei dem benutzten py von 7,4 des Michaelis-Puffers trennt sich 
das «,-Globulin nicht vom Albumingradienten ab. Es konnte also nicht 
entschieden werden, ob nicht ein betrichtlicher Teil des anscheinend 
albumingebundenen Bilirubins am «,-Globulin sitzt. Die Schwierig- 
keit bei einem py von 8,5, das fiir die Differenzierung des «,-Globulins 
verlangt wird, untersuchen zu kénnen, ohne das Bilirubin zu zerstéren, 
wurde behoben, als wir die Erfahrung machten, daB eine kurze Dialyse 
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Tab.2. Bilirubinbindung in Seren mit hohem Bilirubinzusatz. 





ae Serum.| Bilirubin- | Bindungsform 
‘ : ee an. | SR 

Diagnose |i. Nativ-| n.Bili- | 3. Globulin 

serum | rubinzus. r  W@ns 

. _ | nung {Alb.] Glob. O- | dir 

ges.| dir.| ges. | dir. 5 ar 





Hypertonie | 0,5| 0,0 |95,6]1,: + feet 








—— 


Hepatitis ' : : 
‘| epidemica 4,1] 0,8 | 54,6 B+ 





Hypertonie | 0,7/ 0,0 |49,3/0,6 | 1: B+ 
Hypertonie | 0,9] 0,0 | 49,5 5 Af B+ 



































Ba* = cae 22,6] 8,5 |51,4]5,84| 1:4,55 B+ 





























* Es handelt sich um dasselbe Serum wie Nr.2, Tab.1. 

+ Die scheinbare Abnahme des direkten Bilirubins beruht auf der Serumver- 
diinnung durch den kiinstlichen Bilirubinzusatz (s.auch *), der nur das indirekt 
reagierende Bilirubin erhéht. 


gegen reinen Veronalpuffer vom fg 8,5, ~ = 0,1, nur unbetrachtlichen 
Bilirubinverlust bewirkte. Selbst eine Verdiinnung des Serums von 
1:3 lieB noch einen einwandfreien direkten Bilirubinnachweis an den 
isolierten Globulinen zu (Tab. 1, Nr. 10). Es bildete sich ein klarer «,- 
Globulingradient aus, der keine merkbare Bilirubinbindung aufwies. 
Das gesamte globulingebundene Bilirubin schien an den /-Globulinen 
zu sitzen. 

Als wir mit der geschilderten Methodik die Bindung des Bilirubius 
an die verschiedenen Serumproteine festgestellt hatten, erhielten wir 
Kenntnis von einer Arbeit von Martin *, in der mit anderer Versuchs- 
anordnung entsprechende Ergebnisse erhalten wurden. Fiir die Unter- 
suchungen in Harvard wurden die reinen Proteinkomponenten benutzt, 
wie sie nach der Arbeitsweise von Cohn" erhalten werden. Mit Hilfe 
von spektroskopischen und elektrophoretischen Beobachtungen sowie 
in Dialyseexperimenten wurde gefunden, da8 das Bilirubin auBer mit 
dem Albumin auch mit «,- und «,-Globulin eine Bindung eingeht. Die 
«,-Komponente enthilt die Globulinfraktion, die Cohn als bilirubin- 
haltig festgestellt hatte; sie liefert die indirekte Bilirubinreaktion nach 
van den Bergh. Martin konnte keine Reaktion zwischen Bilirubin 
und dem metallbindenden /,-Globulin oder dem y-Globulin nachweisen. 

183 N.H. Martin, J. Amer. chem. Soc., 71, 1230 [1949]. Wir danken Hrn. 
Prof. Dr. J. T. Edsall, Harvard Medical School, fiir die freundliche Uber- 
sendung des Manuskripts. Vgl.N.H. Martin, 261th Meeting of the Biochem. Soc., 
31.10.1947 (Proc. Biochem. Soc. London, Biochem. J. 42, XV [1948]). 

“4 E.J.Cohn, L.E. Strong, W.L. Hughes, D. J. Mulford, J. N. Ash- 
worth, M. Melinu. H. L. Taylor, J. Amer. chem. Soc. 68, 459 [1946]. 

15 E.J.Cohn, Experientia 3, 125 [1947]; Blood 8, 471 [1948]. 
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Beschreibung der Versuche 


Vorbereitung der Seren fiir die elektrophoretischen Aufnahmen 


Der Zusatz des Bilirubins wurde wie im Versuchsteil der Arbeiten W est- 
phal und Gedigk*® beschrieben, vorgenommen. Bei den Versuchen der Abb.1 
u.2 verstrichen einige Tage, bis die Seren zur Dialyse angesetzt wurden. Fir die 
Dialyse im Cellophanschlauch (Kalle & Co.) wurde das native, bzw. durch den 
Bilirubinzusatz auf 4:5 verdiinnte Serum verwendet (4—6° C,4—8 Tage lang bei 
taglichem Wechsel der Pufferlésung). Die Elektrophoreseansitze wurden mit der 
letzten AuBenflissigkeit in der angegebenen Weise verdinnt. 


Zusammenfassung 


1. Mit Hilfe der Elektrophorese wurde die Bindung von Bilirubin 
an die Serumfraktionen bei in-vitro-Zusitzen und bei ikterischen Seren 
anschaulich dargestellt. 

2. In Seren mit relativ geringem Bilirubingehalt wurde der Farb- 
stoff stets an Albumin, aber nicht an Globulin gebunden festgestellt. 
In stérker ikterischen Seren lieB sich dagegen auch eine Bindung an 
a,- bzw. -Globulin nachweisen. Diese Befunde ergaben sich an nativen 
hochikterischen Seren und an Normalseren, denen in vitro Bilirubin 
zugesetzt war. 

3. Das in vitro zugesetzte Bilirubin gibt unabhiangig von der Bin- 
dung an eine bestimmte Proteinfraktion stets praktisch nur die in- 
direkte Reaktion. 

4. Bei pathologisch hochikterischen Seren fand sich sowohl am 
Albumin als auch am #-Globulin direkt reagierendes Bilirubin. Beide 
Serumfraktionen sind also imstande, Bilirubin ,,direkt‘‘ und ,,indirekt“ 

zu binden. 


Uber die Reizkraft der Methylester einiger Betaine 
Von 
Erich Strack und Kurt Forsterling* 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Februar 1950) 





Methylester von Betainen besitzen eine hohe Reizkraft im Tier- 
kérper nach Art des Acetylcholins. Wir fanden 1937, daB Crotonsiure- 
betainmethylester etwa 1/,) so stark wie das kérpereigene hochaktive 
Hormon Acetylcholin auf isolierte Testorgane wie Herz, glatte und 
quergestreifte Muskeln wirkt!. Burgen und Hobbiger® bestatigten 
kiirzlich diese Befunde und erweiterten sie insbesondere in Hinsicht 
auf die Wirkung des Methyl- und Benzylesters des Crotonsdurebetains 





* Experimentell abgeschlossen 1940. 

1 E. Strack u. K.Férsterling, diese Z. 267, 1 [1938]. 

* A.S.V. Burgen u. F. Hobbiger, Brit. J. Pharmacol. 4, 2295[1949]. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 285 14 
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im Gesamtorganismus., Die unerwartet hohe Reizkraft dieses Methyl. 
esters veranlaBte uns, in den folgenden Jahren weiteres experimen. 
telles Material iiber Betainester zu sammeln, dessen Verdffentlichung 
jedoch auBere Umstiinde bisher verzéger ten **, 

' . Insbesondere nach drei Richtungen hin trieben wir unsere Unter- 
suchungen voran. Es sollte die Frage geklart werden, wie weit die Methy- 
lierung brauchbar ist, tiereigene Betaine auf biologischem Wege zu 
bestimmen. DaB ein der Cholinbestimmung analoges Verfahren bei 
den Betainen grundsitzlich méglich ist, haben wir am Croton- 
siurebetainmethylester zeigen kénnen*. Wir untersuchten deshalb wei- 
tere tiereigene Betaine auf ihre Aktivitit und ihre Wirkungsweise, 
denn ein brauchbares biologisches Verfahren mit seiner empfindlichen 
Nachweisgrenze eréffnet viele neue Erkenntnisquellen fiir den noch 
immer so undurchsichtigen Betainhaushalt. Dann interessierten uns 
Fragen der Art, ob Ester oder andere Derivate der Betaine physiolo- 
gische Reizstoffe sein kénnen. SchlieBlich untersuchten wir, ob das dem 
Acetylcholin ahnliche Verhalten der Betainester, das vorziiglich in den 
homologen Stoffen abgestufte charakteristische Besonderheiten er- 
kennen ]aBt, dazu dienen kénne, die Vorgiinge der Reizauslésung in den 
Geweben besser zu analysieren. Aus ihm ergaben sich Fragen nach 
chemischer. Konstitution und biologischer Wirkung. 

In der vorliegenden ersten Mitteilung wird iiber die Reizkraft der 
Methylester tiereigener Trimethylbetaine 1m Zusammenhang mit ihrer 
Konstitution berichtet. Untersucht wurden die Methylester folgender 
Betaine (Lit. siehe*; Darstellung und chemische Charakterisierung der 
Betainester 5) : 

Glykokollbetain, (CH,);N*-CH,-COO-; £-Homobetain, 
(CH;)s;N*+-CH,-CH,-COO-; y-Butyrobetain, (CH 3)sN*+-CH,-CH,- 
CH,-COO-; Crotonsiurebetain, (CH,;)s,N*-CH,-CH:CH-COO -; 
Carnitin, (CHs)s;N*-CH,-CH(OH)-CH,-COO-; Acetylearnitin, 
(CH,)3N* -CH,-CH(O-CO -CHs) -CH,-COO-. 

Substitution der Carboxylgruppe ruft bei fast allen Betainen eine 
Steigerung der Reizkraft gegeniiber dem Grundbetain hervor®. Die 
Reizstérken und der Charakter der Wirkung, die sich hierbei bilden, 
werden bei den Trimethylbetainen bestimmt von der Konfiguration 
der Kohlenstoffkette, welche die Carboxylgruppe tragt. In ihr be- 
stimmen Kettenlinge, besondere Gruppierungen und die Art des Sub- 
stituenten, der die Carboxylgruppe verschlieBt. Die Methylester sind 


** Zum Teil vorgetragen auf der Tagung der Gesellschaft fiir physiologische 
Chemie. Frankfurt 1948; Ref.: Ber. ges. Physiol. 136, 157 [1949]. 

3 E. Strack u. K. Férsterling, diese Z. 277, 74 [1942]. 

4M. Guggenheim, Die biogenen Amine, Basel 1940. 

5 KE. Strack u. K. Férsterling, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 1143 [1938]; 
76, 14 [1943]. 

6 R. R. Renshaw u. H. T. Hotchkiss jr., J. Amer. chem. Soc. 48, 
2698 [1926]. 
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nicht nur in ihrer Wirkungsweise, sondern auch in ihrer Reizstarke 
dem Acetylcholin am ahnlichsten. Konstitutionelle Unterschiede im 
Grundbetain sollten sich deshalb an den Methylestern besonders gut 
ermitteln lassen. 

Die Untersuchungen wurden am Straubschen Froschherz, am 
musculus rectus abdominis des Frosches, am Riickenmuskel des Blut- 
egels und am Mausedarm ausgefiihrt. An diesen viel studierten Test- 
organen wurden im Vergleich mit Acetylcholin Wirkungsstirke und 
Wirkungsart unserer Ester festgelegt. Die beiden letzten Organe re- . 
agieren wie der Froschmuskel. Da sie fiir die hier interessierenden Be- 
trachtungen wenig Nutzen bringen, wird iiber sie in anderem Zusammen- 
hang berichtet. 

Versuchsanordnung und allgemeine Methodik sind die gleichen 
wie friiher beschrieben!*. Me8 wert ist die Menge aktiven Stoffes, die 
mit einer mittelstark wirkenden Menge Acetylcholin wirkungsgleich 
ist, das jeweils die Bezugseinheit 1 ist. Die angegebenen Zahlen sind 
Mittelwerte von einer Anzah] Einzelbestimmungen, die in sich nicht 
unerheblich schwanken, wie aus einigen angegebenen Grenzwerten 
hervorgeht. 

Die variierenden Ursachen sind nicht in allen Einzelheiten be- 
kannt. Um den Wert und die Sicherheit der Vergleiche abwigen zu 
kénnen, ist es notwendig, die Ursachen kurz zu charakterisieren. 

1. Die Streuung des Verfahrens in bezug auf die Stoffmenge be- 
trigt bei genauem Arbeiten -+ 10%, wenn die Werte am Froschrectus 
an der Nikotinwirkung bestimmt werden*. Am Froschherzen ist an 
der negativ inotropen muscarinartigen Wirkung die StreuungsgréBe 
etwa + 15%, wenn man Senkungen der Hubhéhe von etwa 1/3 ver- 
gleicht. 

2. Die Empfindlichkeitsschwankungen verschiedener Muskeln sind 
bei sensibilisierten Froschrecti meist nicht allzu groB. Sie kénnen bis 
zum dreifachen Wert schwanken. Bei Froschherzen kénnen die Schwan- 
kungen bis zum 10-fachen und mehr betragen. An sich sollte diese 
unterschiedliche Ansprechbarkeit in einer Organart Vergleichsversuche 
nicht beriihren, wenn immer auf die gleiche Testsubstanz bezogen wird, 
und doch ist dies der Fall. Die Wirkungsstiirken der einzelnen aktiven 
Stoffe werden durch sie nicht gleichmaBig verschoben. So ist am Frosch- 
rectus die Wirkung der Betainester gegeniiber Acetylcholin begiinstigt, 
wenn hdhere Belastungen des Muskels héhere Reizdosen verlangen. 
Unsere Werte in Tab. 1 sind bei praktisch isotonischer Kontraktion 
gewonnen worden. Beim Froschherzen variiert die héhere Basenkonzen- 
tration die Vergleichsbestimmungen insofern, als sich dann eine positiv- 
inotrope Komponente der quartiéren Basen mehr durchsetzen kann, 
somit also die tatsichlich vorhandene negativ-inotrope Wirkung iiber- 
deckt ist. Da sich die Untersuchungen iiber verschiedene Jahreszeiten 
erstreckten, so haben auch sie Anteil an den Schwankungen der An- 
sprechbarkeiten. 

14* 
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3. Weiterhiv stért bei Vergleichen mit Acetylcholin, das wir 
wahlten, weil andere Bezugssubstanzen noch nicht geniigend durch. 
forscht waren, daB Acetylcholin und Betainester die Kontraktions. 
anderung mit verschiedener Geschwindigkeit erzeugen. Besonders am 
Froschrectus tritt dies hervor. Bei den Methylestern beginnt die Kon. 
traktion verzégert und erreicht auch ihren héchsten Stand verzégert. 
In der kymographischen Aufzeichnung driickt sich dies in einer ver- 
flacht ablaufenden s-férmigen Kurve aus, deren Héhepunkt zuweilen 
erst in Stunden erreicht wird. Grund dafiir diirften eine spezifische 
Ansprechbarkeit auf die Basen und neben ihr physikalische Ursachen 
wie Diffundierbarkeit sein. 

Aus Abb. 1 ersieht man das Verhalten sehr schén. Der Muskel war 
in diesem Versuch nicht sensibilisiert. Er war von einem Spiatwinter- 
frosch mit nicht bester Reaktionsfihigkeit. Das Wirkungsverhiltnis 
ist auf £-Homobetainmethylester als Testeinheit bezogen. Bei molarer 
Berechnung ist Acetylcholin 2%-fach, Glykokollbetain-athylester an- 
nihernd 60-fach und der Glykokollbetain-methylester etwa 45-fach 
schwacher. 


Abb. 1. Musculus rectus abdominis, rana temporaria, nicht sensibilisiert; nach 

jeder Priifung 1 Stde. spiilen. Zeitmarke 6 Minuten. Vergleich der freien Ester: 

1. 67y-% Acetylcholin. 2. 25y-% §-Homobetain-methylester. 3. 

1375 y-% Glykokollbetain-athylester. 4. 1250 y-% Glykokollbetain- 
methylester. 


Fir die praktische Messung hat das unterschiedliche Verhalten 
des Kontraktionsablaufs die Folge, daB die Vergleichsmessungen er- 
schwert werden. Bei Bestimmungen in einer begrenzten Zeit ist die 
erzielte Kontraktionshéhe nicht mehr ein exaktes MaB der verwendeten 
Menge. Auf jeden Fall werden zu geringe Reizstérken gemessen. Bei 
Vergleichen wird demnach der Ester am ungiinstigsten abschneiden, 
der den flachsten Kurvenverlauf erzeugt. Dieser Effekt tritt auch in 
Erscheinung, wenn verschieden groBe Mengen eines Esters verglichen 
werden. Bei kleineren Mengen verliuft die Kurve flacher. 

Wartet man andrerseits die jeweilig gréBte Kontraktion ab, um 
sie als MeBgréBe zu benutzen, so ist zu beriicksichtigen, daB in den 
Priiflésungen die Ester merklich hydrolysieren. Eine Wirkungsabnahme 
ist die Folge, da das entstehende Betain fast wirkungslos ist. Bis zur 
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Héchstkontraktion wird in den einzelnen Fallen verschieden lange Zeit 
benétigt. Es werden demzufolge wechselnde Anteile des Esters zer- 
legt, wobei Esterart, Zeitdauer und auch das Lésungsmilieu beriick- 
sichtigt werden miissen. Die Betainester sind gegen OH’ empfindlich. 
Nach diesem Verfahren bedarf die wahre Wirkungsstarke eines Methy]l- 
esters in jedem Falle einer individuellen Korrektur. Wir haben die 
Werte vereinzelt bestimmt. Fiir unsere hier mitgeteilten Vergleiche 
sind sie jedoch zu entbehren. In Tab. 1 sind die Wirkungsstarken nach 
40 Min. eingesetzt. Die hierbei erhaltenen Kontraktionshéhen ent-. 
sprechen angenihert den héchst erreichbaren, wenn man mittelstarke 
Dosen verwendet. Beim Acetylcholin ist Vergleichswert stets der héchste 
erreichte Kurvenpunkt (Abb. 1 und 2). 

Abb. 2 zeigt die Verhiltnisse bei Sensibilisieren mit Physostigmin. 
Zwischen den Betainestern bestehen die gleichen Wirkungsstaérken wie 
bei dem nicht sensibilisierten Muskel. Ihnen gegeniiber ist die Wirk- 
samkeit des Acetylcholins entsprechend der Ausschaltung der Cholin- 
esterase gesteigert. Die Ansprechbarkeit des Muskels hat im Laufe 
der 7-stdg. Priifung abgenommen. Der £-Homobetain-methylester ist 
auf die Endstiirke des Acetylcholins bezogen etwa 1,4-fach auf die 
Anfangsstirke etwa 1,6-fach schwacher. 


Abb. 2. Musculus rectus abdominis, rana temporaria, sensibilisiert mit 500 y-% 
Physostigmin. Nach jeder Priifung 1 Stde. Spiilzeit. Zeitmarke 6 Minuten. 
Vergleich der freien Ester: 1. 25 y-% Acetylcholin. 2. 35 y-% $-Homobetain- 
methylester. 3. 1750y-% Glykokollbetain-methylester. 4. 1925 y-% Gly- 
kokollbetain-athylester. 5. 25 y-°% Acetylcholin. 


Wie sehr die Verhiiltnisse auch seitens der Reizstoffe kompliziert 
werden kénnen, lehrte uns der Acetylcarnitin-methylester. Bei ihm 
kann man beobachten, daB eine frisch bereitete Lésung anfangs an 
Wirksamkeit zunimmt, statt erwartungsgem48 abzunehmen. Wir haben 
diesen Effekt bisher nicht quantitativ gemessen, da er kein dringendes 
Interesse hatte, und die ihm zugrunde liegenden stofflichen Anderungen 
nicht leicht zu verfolgen sind. Eine Erklérung dieser Erscheinung 
ist dagegen nicht schwierig. In Lésung hydrolysieren nicht nur die 
Estergruppen, sondern nebenher wird intramolekular Essigsiure ab- 
gespalten. Aus nur schwach wirksamem Acetylcarnitin-methylester 
entsteht sehr aktiver Crotonsdurebetain-methylester. Nach einiger 
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Zeit bleibt die Esterlésung in ihrer Wirkung anniahernd konstant. In 
ihr diirften dann enthalten sein: Acetylcarnitin-methylester, Carnitin- 
methylester — durch hydrolytische Abspaltung von Essigsiure —, 
Crotonsiurebetaine-methylester — durch intramolekulare Abspaltung 
von Essigsiure — und schlieBlich ihre drei entsprechenden Betaine. 
Dieses Aktivwerden, wenn es auch nicht sehr kraftig war, mag unsere 
Messung in gewissem Grade beeinflu8t haben, da es z. B. nicht in unserer 
Hand lag, die entscheidenden Bedingungen fiir alle Testorgane gleich 
zu halten. 

Zusammenfassend ist zu sagen, da zwar durch Summation ver- 
schiedener nach der gleichen Richtung wirkender Einfliisse nicht un- 
betrichtliche Schwankungen der Vergleichsbestimmungen zu finden 
sind, wenn man die variierenden Momente nicht streng ausschlieBt. 
Fiir unsere Vergleichswerte ist zu sagen, daB die konstitutionell be- 
dingten Unterschiede geniigend stark iiberwiegen, um die Wertunter- 
schiede eindeutig zu machen. 

Tab. 1 gibt eine Ubersicht tiber die Wirkungsstiirken der Betainester. 
In ihr ist die Gewichtsmenge an Betainmethylesterchlorid angegeben, die 
genommen werden mu8, um die gleich starke Wirkung wie mit Acetylcholin 
zu erziclen. Bei molarer Berechnung verschiebt sich das Verhaltnis zugunsten 
der héhermolekularen Betainestersalze. Eingeklammert: stehen beobachtete 
Grenzwerte, dahinter die am haufigsten erzielten Werte. 


Tab. 1. 





Froschherz rectus abdominis 


Methylester v 
ee tS ie Chlorid | molar 





Glykokollbetain | (250—1000) 350 (483—50) 45 43,8 
B-Homobetain .|  (1—4) 3 (1,25—1,6) 1,4 1,26 
y-Butyrobetain 15 5 4,2 


Crotonsaure- 
(10—20) 20 § 10 8,4 
Carnitin 36000 | 3 200 154 
Acetylcarnitin . . 4000 | * 2572 53 34 
Acetylcholin ... 1 
Glykokollbetain- 
athylester.... | (350—1000) 450 (50—60) 50 44,9 














In der Tab. 1 fallt einmal auf, da& fiir beide Testorgane das Reiz- 
stiirkenverhiltnis sehr unterschiedlich ist. Er ist fiir das Froschherz 
unverhaltnismaiBig starker ausgepriigt. Es scheinen hier nicht allein 
verschiedene Ansprechbarkeiten der Wirkorte des Organs auf die ein- 
zelnen Stoffe verantwortlich zu sein, sondern Wirkungen der Substanz 
selbst haben Einflu8. Sie mégen von der Art sein, wie wir sie schon 
oben kurz angedeutet haben. Die negativ inotrope Wirkung wird teil- 
weise kompensiert durch eine positiv inotrope. Beide Wirkungsarten 
sind in den quartiren Basen ja grundsitzlich stets vorhanden. Bei einer 
solchen Annahme wird bei den wirkungsschwachen Betainestern mit 
ihren erforderlichen gréBeren Konzentrationen die positiv inotrope 
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Komponente kraftiger in Erscheinung treten miissen. Je schwiacher 
wirksam also ein Betainester ist, um so kraftiger mu8 der Unterschied 
zwischen Wirkung am Herzen und rectus werden. Das ist in der Tat. so. 
Beim ganz schwachen Carnitin-methylester betriigt er etwa das 180- 
fache, beim Glykokollbetain-methylester das 10—20-fache, beim y- 
Butyrobetain-methylester das 3-fache, wihrend er beim £-Homobetain- 
methylester gerade eben noch hervortritt. 

Die Werte der Tab. 1 fiir den rectus abdominis sind unter Sen- 
sibilisierung mit Physostigmin erhalten worden. Am _nichtsensibili-. 
sierten Muskel verschiebt sich das Wirkungsverhiltnis in dem MaBe 
als Acetylcholin an Wirksamkeit einbiiBt. Sensibilisierung steigert die 
Reizwirkung der Betainester nicht. Ein Beweis fiir die andersartigen 
Spaltungsverhiltnisse fiir Esterasen, wie sie kiirzlich auch von Burgen 
und Hobbiger? untersucht wurden. Unsere Befunde iiber die Spalt- 
fihigkeiten werden in kurzem mitgeteilt werden: Am nichtsensibili- 
sierten Muskel kann £-Homobetain-methylester bis zu 10-fach wirk- 
samer sein als Acetylcholin. 

Betrachtet man die Wirkungsstérke der Betainmethylester in 
Beziehung zur Linge der C-Kette, die die Carboxylgruppe trigt, so 
hat die stirkste Wirkung der £-Homobetain-methylester mit 3 C- 
Atomen. Der niedrig molekulare Glykokollbetain-methylester: wirkt 
am Froschherzen 250—1000-mal: schwiicher: als Acetylcholin und £- 
Homobetain-methylester, oder wenn man dessen ungiinstigstes Wir- 
kungsverhiltnis zu Acetylcholin zugrunde legt, 1/, davon. Der héher- 
molekulare y-Butyrobetain-methylester wirkt 15-fach geringer. Mit 
zunehmender C-Zahl wird die Reizkraft kleiner, wie man aus analogen 
Untersuchungen schlieBen darf. Jedoch miissen nach dieser eRe 
hin noch weitere Betainhomologe gepriift werden: 

Bemerkenswert ist noch, daB wie aus Tab. 1 hervorgeht, die Avi- 
sprechbarkeit des Rectus abdominis fiir Betainester recht giinstig ist. 
In quergestreiften Muskeln kommen Betaine reichlich bei vielfach 
bestehendem Mangel an Cholinstoffen vor. Dieser Tatbestand. riickt 
die Hypothese, Betainderivate kénnten auch im physiologischen Ge- 
schehen des Muskels als Reizstoffe eingesetzt werden, etwas mehr in 
den Vordergrund. 

Das Carnitin als konstanter Bestandteil des Warmbliite:muskels wire so 
ein Betain. Es beansprucht unsere Aufmerksamkeit auch noch in anderer Be- 
ziehung. Seine chemische Konstitution ist die eines substituierten Cholins. Es 
kann aus gleichen Bausteinen, wie Acetylcholin entstehen. Glykokollbetain- 
aldehyd und Acetaldehyd kénnen nach der Aldolkondensation oder nach Can- 
nizzaro reagieren, wobei die erstere Art den Carnitinaldehyd ergibt, letztere 
Acetylcholin oder Glykokollbetain-athylester. Carnitin kann wie Cholin ace- 
tyliert werden, Acetyicarnitin stellt somit ein substituiertes Acetylcholin vot. 
Carnitin kann durch Wasserabspaltung leicht in das Crotonsaurebetain tiber- 
gehen, der Grundstoff fiir hochaktive Derivate sein kann. Unsere Erwartung, 
im Carnitin eine analoge Reizsubstanz fiir den quergestreiften Muskel sehen zu 
diirfen, wie sie das Acety!cholin fiir:den glatten Muskel ist, haben unsere Ester 
nicht bekriftigt, aber doch auch nicht endgiiltig abgetan. , 
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Die Reizkraft des Carnitin-mothylesters ist an der negativ inotropan Wir. 
kung gemessen fiir das Froschherz 36000-m1l kleinar und fir den Froschrectus 
200-mal kleiner als Acetylcholin. Die Acetylierung erhéht zwar die Raizkraft, 
jedoch nimmt sie im ginstigsten Falle nur um das 4—10-fache zu. Es basteht 
also keine wesentliche Wirkungsdifferenz zwischen d2m Carnitin-mathylester 
und seinem Acetylderivat, wie sie beim Cholin-Acstylcholin in so hohom Aus- 
maB sichtbar wird. Bei nichtverestertem Carnitin und Acatylcarnitin ist letzteres 
eher noch unwirksamer, wie wir friiher zeigen konnten’. 

Wahrend die OH-Gruppe in der C,-Kette des Batains die Wirkungs- 
starke auBerordentlich um das etwa 2500-fache schwacht, ist die Doppel- 
bindung an gleicher Stelle praktisch ohne Einflu8. Der Crotonsaure- 
betain-methylester ist kaum weniger aktiv als der y-Butyrobetain- 
methylester. In Hinsicht auf das enge chemische Verhiltnis zwischen 
Carnitin und Crotonsdurebetain ist dieses Verhalten vielleicht nicht 
ohne Bedeutung. Die Wasserabspaltung aus dem Carnitin, die zum 
Crotonsdurebetain fiihrt, geht sehr leicht vonstatten. Somit ist auch 
eine Mdglichkeit gegeben, daB aus schwach aktiven Carnitinderivaten 
die hochwirksamen Crotonsaurebetainderivate bereitet werden kénnen. 
Eine solche Umwandlung ware auch unter physiologischen Badingungen 
durchaus denkbar. 

Ein anderer Vergleich, der uns einen Einblick in den Zusammen- 
hang von Konstitution und Reizkraft gibt, ist der zwischen Acetyl. 
cholin, 8-Homobetain-methylester und Glykokollbetain-athylester. Sie 
haben gleiche Summenformel und sind konfigurativ ahnlich. Acetyl. 
cholin und £-Homobetain-methylester besitzen praktisch gleiche Wit- 
kungsstarke. Der Glykokollbetain-aithylester ist ihnen gegeniiber be- 
deutend weniger wirksam. Vergleicht man das ihnen Gemeinsame und 
das sie Trennende im Hinblick auf ihre Reizstairke, so ergeben sich 
einige interessante Vorstellungen daraus. Sie sollen noch weiter unter- 
baut werden an solchen Estern, die nicht kérpereigen sind. 

Der £-Homobetain-methylester ist in der Reihe der Methylester 
dadurch ausgezeichnet, daB er die gleiche Anzahl C-Atome in der Kohlen- 
stoffkette besitzt wie das Acetylcholin. Sicherlich hat diese Tatsache 
auf die Wirkungsstarke Einflu8. Die Kettenlinge ist aber nicht das 
ausschlaggebende Moment. Die héher homologen Methylester verfiigen 
noch iiber eine hohe Reizkraft, ebenso die héheren Alkoholhomologen 
und die héheren Acylhomologen des Acetylcholins. Dagegen ist sie 
bei den héheren Alkoholhomologen der Betainester unverhaltnismaBig 
schwicher. 

Bei unseren Betainestern ist die wesentliche Voraussetzung fiir 
die Wirkungsfahigkeit im Sinne des Acetylcholins die Methylester- 
konfiguration, denn die anderen Ester sind wirkungsschwacher. Auch 
der Glykokollbetain-athylester beweist dies, denn er ist am Frosch- 
herzen etwa 350—1000-fach schwicher wirksam als das Acetylcholin, 


7 BE. Stracku. K.Fdrsterling, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 185, 612 [1937]. 
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obgleich er die giinstige C,-Kette enthailt. Der Einflu8 der C-Kette wird 
trotzdem bei ihm sichtbar, wenn man die Wirkungsstarken von Methyl- 
und Athylester vergleicht. Bei den héheren Saéurehomologen der Be- 
taine ist die Wirkungsabnahme zwischen beiden Estergruppen (Methy]-, 
Athyl-) erheblich, wihrend beim Glykokollbetain der Methyl- und der 
Athylester etwa gleich aktiv sind. Beim Athylester hat die giinstige 
C,-Konfiguration den schwichenden Athylestereinflu8 zum gréBten 
Teil ausgeglichen. 

Lassen wir hier einmal die noch wenig durchsichtigen Faktoren. 
auBer acht, die bei den héheren Homologen fiir deren Reizstarken mit- 
bestimmend sind und betrachten wir an dieser Stelle allein die 3 Iso- 
meren Acetylcholin, £-Homobetain-methylester und Glykokollbetain- 
aithylester. Versucht man in der Beziehung zwischen Konstitution und 
Wirkungsstarke einen einheitlichen Gesichtspunkt zu bringen, so gelingt 
dies, wenn man in der Kohlenstoffkette nicht die atomare Anordnung 
als wesentlich ansieht, sondern sie in Gruppen unterteilt. Die Ester- 
gruppierung (OC = O) wird hierbei insgesamt als eine Einheit ange- 
sehen. Sie hebt sich als Wirkungsschwerpunkt durch ihr Ladungs- 
moment, Anlagerungsfihigkeit, Reaktionsvermégen usw. gegeniiber 
den CH,-Gruppen einseitig stark hervor, und hat dadurch auch noch 
bestimmende Beziehungen zur positiven N-Gruppe als Gegenpol. Sie 
als Einheit zu sehen, ist deshalb nicht gar so abwegig. 

Bei solcher Betrachtungsweise werden Acetylcholin und £-Homo- 
betain-methylester konfigurativ gleich, wahrend Acetylcholin und 
Glykokollbetain-athylester ungleich werden. Diese beiden letzteren 
stehen sich bei atomar-struktureller Betrachtung eher néher als £- 
Homobetain-methylester und Acetylcholin, denn sie unterscheiden 
sich nur dadurch, daB die beiden Komponenten der Kohlenstoffkette 
— Essigsiure und Athanol — vertauscht sind. Die Estergruppe unter- 
teilt die C,-Kohlenstoffkette in eine C,-Gruppe und eine C,-Gruppe. 
Wihrend sie beim Glykokollbetain-athylester eine endstaindige Athy]- 
gtuppe abtrennt, ist es beim Acetylcholin und beim £-Homobetain- 
methylester je eine endstandige Methylgruppe. 

Die Zusammenfassung bestimmter Gruppierungen in den wirk- 
samen Substanzen als biologische Wirkungseinheiten fiir die Erfor- 
schung der Zusammenhange zwischen Konstitution und biologischer 
Wirkung ist uns in anderer Beziehung durchaus geliufig. Hier bieten 
die Betainderivate den groBen Vorteil, die eng umrissenen Reaktions- 
stellen in den Geweben durch eine Vielheit von gleichartig wirkenden 
Reizstoffen von verschiedener Konstitution in abgestufter Wirkung 
studieren zu kénnen. Es sollte uns mancherlei neue Aufschliisse bringen, 
zumal schon in der Literatur weitere Grundlagen zur Auswertung gelegt 
wurden (Hunt, Renshaw, Kiilz u. A.). 
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Zusammenfassung 


1. Methylester tiereigener Trimethylbetaine sind hochaktive Stoffe. 
Der Methylester des B-Homobetains ist am wirksamsten. Lingere 
oder kiirzere C-Kette vermindert die Wirksamkeit. Eine Doppelbindung 
in der C-Kette des y-Butyrobetains schwicht die Aktivitét kaum, 
eine OH-Gruppe stark. Acetylierung der OH-Gruppe verstarkt die 
Wirksamkeit wiederum maBig. Cholinesterase zerlegt die Ester nicht. 

2. Von den Isomeren des Acetylcholins hat der B-Homobetain- 
methylester diesem etwa gleiche Reizkraft, der Glykokollbetain-athyl- 
ester ist am Froschherz 350—1000-fach, am Froschrektus 50—60-fach 
schwicher. Die Annahme, daB die Estergruppe eine Einheit ist, wiirde 
die Reizstirken erkliren, weil dann §-Homobetain-methylester und 
Acetylcholin strukturell gleich wiirden. Die unterschiedliche Reizkraft 
an beiden Organarten beruht auf dem Hervortreten der positiv inotropen 
Komponente der Derivate der Betaine. 


Eine vereinfachte Mikromethode zur quantitativen Bestimmung 
des Plasmals im Serum 
Von 


Friedrich Leupold 


Aus dem Pathologischen Tastitut der Universitat K6ln 
Direktor: Prof. Dr. E. Leupold 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14.§Februar 1950) 


Bereits 1927 wurde von Feulgen und Imhauser!? eine kolori- 
metrische Methode zur quantitativen Plasmalbestimmung im Serum an- 
gegeben,: nachdem vorher schon von Stepp, Feulgen:und Voit? 
qualitative Untersuchungen ,,iiber das Vorkommen des Plasmalogeris 
in K6rperflissigkeiten“ ausgefiihrt worden waren. Das Prinzip der 
Methode beruht auf der bekannten Aldehydreaktion mit Fuchsin- 
schwefliger Siure. Der Farbstoff wurde im Serum selbst entwickelt 
und kolorimetrisch bestimmt. Einer der Griinde, weshalb diese Me- 
thode nur wenig benutzt wird, diirfte darin liegen, daB zur Aus- 
fihrung der Bestimmung schwierig zu beschaffende Aldehyde in 
Form der Thiosemicarbazone als Vergleichssubstanz benétigt werden. 

1939 wurde von Feulgen und Griinberg® eine stufenphoto- 
metrische Methode zur quantitativen Plasmalbestimmung ,,in lipoiden 
Gemischen und in Organen“ angegeben — sie sollte auch noch zu éiner 
Serumbestimmung ausgearbeitet werden —, bei welcher der gebildete 


1R.Feulgen u. K. Imhauser, Biochem. Z. 181, 30 [1927]. 
2 W. Stepp, R.Feulgen u. K. Voit, Biochem. Z. 181, 284 [1927]. 
$ R.Feulgen u. R. Grinberg, diese Z. 257, 161 [1939]. 
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Farbstoff in Amylalkohol aufgenommen und kolorimetriert wird. Diese 
Methode findet in dieser oder etwas modifizierter Form als Mikro- 
bestimmung (Klenk*) auch heute noch allgemeine Anwendung. 

Von Waelsch und Mitarbeitern® wurde spiter gezeigt, daB ober- 
flichenaktive, kolloidale Substanzen, wie z. B. die den Acetalphos- 
phatiden stets vergesellschafteten und diese mengenmifig stark ‘iiber- 
wiegenden Glycerinphosphatide, die quantitative Ausbildung des Farb- 
stoffes teilweise zu unterdriicken vermégen. Sie iiberwanden diese 
Schwierigkeit dadurch, daB bei der ‘Ausfiihrung der Bestimmung die 
Konzentration an Essigsiure stark erhéht und nachtriglich noch mit 
wiBrigem SO, entfirbt wurde. Gegeniiber der Feulgenschen Methode; 
bei welcher die Bestimmung in iiberwiegend waBrigem Milieu erfolgt, 
sind hier die Léslichkeitsverhiltnisse sowohl fiir die Lipoide als auch 
fir den gebildeten Farbstoff viel giinstiger. . 

Die theoretischen Grundlagen der Bestimmung, welche auch fiir 
die von Waelsch angegebene Methode zutreffen, sind in den genannten 
Arbeiten von Feulgen und Mitarbeitern® ausfiihrlich erértert. Es kann 
daher hier auf eine Wiederholung verzichtet werden. 

In wenig abgeiinderter Form eignet sich die letztgenannte Methode 
gut zur quantitativen Bestimmung des Plasmals im Serum: Der Farb- 
stoff wurde nicht im Serum selbst entwickelt. Die Lipoide wurden viel- 
mehr zuvor mit Alkohol-Ather extrahiert, bei gleichzeitiger Fallung 
und Abtrennung: des SerumeiweiBes; der Trockenriickstand des Ex- 
traktes wurde dann zur Bestimmung gebracht. 

Die Extraktion ist vollstandig. Die Filterriicksténde von 10 cem Serum 
wurden in Exsiccator gettocknet, palverisiert und 6 Stdn. im Soxhlet mit 
dem gleichen Lésungsmittel extrahiert. Im Trockenriickstand dieses Extraktes 
war Plasmal und Phosphor nicht nachweisbar. 

Wie schon Feulgén'und Imhiauser! feststellten, ist der Gehalt 
an Plasmal im Serum sehr gering. AuBerdem unterliegt er betrachtlichen 
Schwankungen. Die Empfindlichkeit der Fuchsinschwefligen Saure ist 
jedoch so groB, daB noch 3 Stearal mit ausreichender Genauigkeit er- 
faBt werden kénnen. Infolgedessen geniigen im allgemeinen bereits 
0,4 com Serum zu einer Bestimmung, wenn es auch zweckmafig ist, die 
doppelte Menge Serurm zu verwenden. 

Im menschlichen Serum wurden zwischen 0,9 und 2,2 mg%, Plasmal 
(als Stearal berechnet) gefunden. Die absoluten Mengen diirften noch 
um ein Geringes tiefer liegén, da das Plasmal aus einem Gemisch von 
Aldehyden mit 16 und 18 C-Atomen besteht. 


Dieser Fehler wurde nicht beriicksichtigt, weil es bi einer solchen Methode 
im wesentlichen auf brauchbare Vergleichswerte ankommt und der Unterschied 
ohnehin innerhalb der Fehlergrenze liegt. AuBerdem sind die im Serum vor- 
kommenden Aldehyde noch nicht identifiziert. MengenmaBig iiberwiegen bei 


./ E. Klenk, diese Z. 281, 25, [1944]. 
rig 5 Gq. Ehrlich, H. E. Taylor 1 a. Waelsch, J. biol. Chem. 173, 547 
48]. 
§ Sieche auch R. Feulgen u. Th. Bersin, diese Z. 260, 217 [1939]. . 
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den in den Phosphatiden des Gehirns vorkommenden Aldehyden solche mit 
18 C-Atomen. 

Die Bestimmungen wurden mit Hilfe des Photometers ,,Leifo‘‘-K 
der Firma Leitz ausgefiihrt. Das Photometer bietet den groBen Vorteil, 
da die Schichtdicke beliebig verindert werden kann. Zur Austestung 
wurde durchweg eine Schichtdicke von 10 mm, bei den Serumbestim. 
mungen 10 oder 20mm verwandt. Als Kiivetten wurden sowohl der 
,,Kleinbecher“‘ wie auch der ,,Normalbecher‘' benutzt. 

Als Testsubstanz dient? Dim2thylacetal dzs Stzarinaldchyds. 

11,70, 10,92 mg Sbst.: 32,76, 30,56 mg CO,, 14,40, 13,55 mg H,O. — 3,75, 
2,10 mg Sbst.: 2,55, 1,14 ccm 0,0558-n. Na,8,03,. 

CyaH,,0,. Ber.: C 76,36, H 13,46, OCH; 19,7. 

Gef.: C 76,40, 76,38, H 13,58, 13,54, OCH, 19,63, 19,73. 

Durch Verdiinnung des Dimethylacetals in Eisessig wurden fallende 
Mengen Stearal zwischen 43 und 3 y bestimmt. Bei gréBeren Mengen 
sind bei einer Schichtdicke von 10 mm keine noch mit Sicherheit ab- 
lesbaren D-Werte mehr zu erhalten. Der entstandene Farbstoff folgt 
in dem angegebenen Bereich dem Lambert-Beerschen Gesetz. Die 
Fehlergrenze der Bestimmung betrigt + 6%. 

Zur Kontrolle wurde auBerdem gleiches Serum (je 0,30 ccm) mit 
und ohne Zusatz von Stearal bzw. dessen Dimethylacetal, bestimmt 
und entsprechende Mengen gefunden, z. B.: 


Ohne Zusatz Zusatz von 10,6 Stearal 


Gef. 5,6» (= 1,9 mg%) Gef. 15,9 y 
5,3 y (= 1,8 mg’) 16,7» 
5,8 y (= 1,9 mg%) 16,4» 


Reagenzien und Lésungsmittel 


1. Fuchsinschweflige Saéure: In einem gut verschlieBbaren 25 ccm MeB- 
kolben werden 250 mg Parafuchsin’ (bezogen durch die Farbwerke Bayer- 
Leverkusen) in 6,25ccm Eisessig geldst, 1,25 g Natriumbisulfit (wassertfrei, 

. &.), 15 ecm n-HCl zugegeben und mit Wasser bis zur Marke aufgefillt. Nach 

tehenlassen tiber Nacht ist die Lésung bis auf ein helles Gelb entfarbt und zu 
verwenden. Es empfiehlt sich, keine gréBeren Mengen herzustellen, sondern 
etwa wochentlich das Reagens neu anzusetzen. Ein geringer, nach einigen Tagen 
auftretender, kristalliner Bodensatz ist ohne Bedeutung. 

2. Schweflige Saéure: In einem 100cm MeBkolben werden 5,0g Natrium- 
bisulfit (wasserfrei, p.a.) in Wasser gelést, 50 ccm n-HCl zugegeben und zur 
Marke mit Wasser aufgefillt. Auch hier ist hiufiges Erneuern empfehlenswert. 

3. Eisessig. Es wurde Eisessig purissimum 99—100% (Merck) verwandt. 
Bei nicht véllig einwandfreiem Eisessig geniigt es meist, diesen tiber Chrom- 
séure zu destillieren. 

4. Amylalkohol. Bezogen durch die Farbwerke Bayer-Leverkusen. Er 
wurde stets ohne sonstige Behandlung 1—2-mal in einer Widmer-Kolonne frak- 
tioniert destilliert und der zwischen 130—134° iibergehende Anteil benutzt. 
Ebenso kann der gebrauchte Amylalkohol nach Abtrennung der wa&Brigen 
Schicht im Scheidetrichter und nachfolgender Destillat:on wieder gebraucht 


? Nach einer minilichen Mitteilung von Hrn. Prof. Feulgen ist Para- 
fuchsin chemisch einheitlich, im Gegensatz zu dem friiher verwandten Fuchsin. 
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werden. Die von Feulgen und Grinberg beobachtete ,,Pseudofarbung* des 
Amylalkohols trat nicht auf. . _ 

5. Trockenes, peroxydfreies Athanol-Athergemisch (2:1). Es wurde 
trockenes Extraktionsmittel deshalb Verwandt, weil sich der Extrakt hierdurch 
schneller und bequemer eindampfen 1aBt. 


Ausfiihrung der Bestimmung 


0,40 (bzw. 0,80) ccm frisches Serum werden mit einigen ccm Alkohol-Ather 
versetzt. Nach dem Umschiitt2In wird der Niederschlag abfiltriert und 3-mal 
mit der gleichen Menge des Extraktionsmittels ausgewaschen. Gut geeignet 
sind zur Aufnahme des Filtrates kleine, etwa 20 ccm fassende, spitz zulaufende 
Kolben mit Normalschliff. Das Lésungsmittel wird auf dem Wasserbade ab- 
destilliert, der geringe waBrige Riickstand im leichten Vakuum zur Trockene 
eingedampft (die ganze Prozedur dauert etwa 15 Min.). Der Riickstand wird 
mit 0,40 com Eisessig versetzt und durch kurzes Erwarmen auf dem Wasser- 
bade und kraftiges Umschiitteln gelést. 

In der Regel bleibt ein ganz geringer, feinflockiger Anteil ungelést, was - 
jedoch ohne Einflu8 auf die Bestimmung ist. 

Nach dem Abkiihlen werden mit einer Pipette 0,30 com der Lésung in ein 
Reagensglas gebracht, 0,10 ccm der Fuchsinschwefligen Saure hinzugegeben 
und das Reagensglas mit einem Gummistopfen gut verschlossen. Man achte 
darauf, daB nichts an der Wand des Reagensglases hangen bleibt! Nach 18—20- 
stdg. Aufbewahren im Brutschrank bei 50° 148t man abkihlen und gibt 2,0 ccm 
der Schwefligen Siéiure zu. Nach — 10 Min. werden 2,0 ccm Amylalkohol 
zugesetzt und der Farbstoff unter Kihlung des Reagensglases unter der Wasser- 
leitung etwa 2 Min. ausgeschiittelt. Das Gemisch wird sodann 4 Min. im ver- 
schlossenen Zentrifugenglas zentrifugiert, ein Teil der amylalkoholischen Lésung 
vorsichtig abpipettiert und mit dem Filter 550 kolorimetriert. 

Es ist zweckma&Big, den Kleinbecher des Photometers ,,Leifo‘-K zu be- 
nutzen, weil mit diesem auch bei einer héheren Schichtdicke abgelesen werden 
kann. Bei Verwendung des Normalbechers ist bei vorsichtigem Pipettieren 
gerade noch eine Schichtdicke von 10 mm erreichbar. 

Es geniigt, zu einer Serie von Bestimmungen jeweils einen Doppelleerwert 
anzusetzen. Bei diesem erfolgt véllige Entfirbung nach Zusatz der Schwefligen 
Saure etwa innerhalb 30 Sekunden. Natirlich mu8 er vor dem Ausschiitteln 
mit Amylalkohol ebenfalls 10 Min. stehen. 


Berechnung 


Zu den fir Bestimmung und Leerwert gefundenen D-Werten entnimmt 
man die entsprechenden H-Werte der Leitz-Tabelle 3. Die Menge Plasmal als 
Stearal in y berechnet ergibt sich dann nach der Formel: 


: q _ e; EH, = E-Wert des Leerwertes;%d = Schichtdicke; F = Faktor. 

Der Faktor betragt im Mittel 0,04 (Gef. 0,038—0,042). Bei einem Ansatz mit 
0,4ccm Serum wird der Plasmalgehalt von 0,3 ccm, bei einem Ansatz mit 
0,8 ccm, der von 0,6 ccm bestimmt (s.o0.). Durch sinngem&Be Multiplikation 
entsprechend der gebrauchten Menge an Serum wird der Gehalt an Plasmal 
in mg%, berechnet. 
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Biochemie verzweigter Carbonsaéuren 
Ill, Mitteilung: 
Darstellung homologer d,l- «-n-Alkylstearinsiuren 


. Von 
Giinther Weitzel und Jutta Wojahn 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft 
Gottingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Februar 1950) 


‘ Um die physiologischen und physikochemischen Eigenschaften ver- 
zweigt-kettiger héherer Fettsiuren mit seitenstandigen Alkyl- 
resten verschiedener Lange niaher kennen zu lernen, stellten wir 
als Modellsubstanzen die «-n-Alkylstearinsiuren von der Methyl- bis 
zur Dodecylstearinséure durch Malonestersynthese dar. Dabei ist es 
vorteilhaft, zuerst das kiirzere Alkyl in den Malonester einzufiihren und 
dann den gewonnenen Alkylmalonester mit Cetylhalogenid umzu- 
setzen}, Die daraus hervorgehende Alkyl-cetyl-malonsiure wird zur 
«-Alkyl-stearinsiure decarboxyliert. In allen Fallen wurde bei der Um- 
setzung des ”-Alkylmalonesters mit Cetylhalogenid der erstere im Uber- 
schyB gegeniiber Natriumithylat und dieses wieder im UberschuB gegen- 
iiber Cetylhalogenid angewandt. Die Beschaffung einwandfreier, un- 
verzweigter Alkyle fiir die Alkylmalonester war 6fters mit Schwierig~ 
keiten verbunden. Der Lehrmeinung folgend? gewannen wir urspriing- 
lich die héheren Alkyle durch stufenweise Verlangerung niederer Alky]- 
magnesiumbromide mit Athylenoxyd. Inzwischen stellten Cottle und 
Hollyday? fest, daB bei dieser Methode auch sekundire Alkohole als 
Nebenprodukt entstehen, z. B. lieferte Butyl-MgBr mit Athylenoxyd 
65% 1-Hexanol und 11,4% 2-Hexanol. Damit erschien der Wert der 
Athylenoxyd-Methode zur Gewinnung primirer héherer Alkohole bzw. 
unverzweigter Alkylbromide besonders bei mehrfacher Kettenverlin- 
gerung in Frage gestellt, so daB wir zur Kontrolle die Synthesen mit 
Alkoholen anderer Herkunft. wiederholten. Standen hierfiir keine ein- 
wandfreien Handelspriparate zur Verfiigung, so reduzierten wir die 
entsprechenden n-Fettsaure-ithylester mit metallischem Natrium in 
der von Hansley* neuerdings angegebenen, besonders bei langeren 
Kettén mit sehr guter Ausbeute verlaufenden Form, oder wir benutzten, 
den Bromabbau des Silbersalzes der um ein C-Atom héheren Fettsiure 
nach Hunsdiecker® ®, wobei direkt das Alkylbromid entsteht (s. Ver- 


1 E. Chargaff, Ber. dtsch. chem. Ges. 65, 745 [1932]. 

2 C. Weygand, Org.-chem. Exp’kunst., 2. Aufl., Leipzig [1948], S. 504. 

3D. L. Cottle u. W. C. Hollyday jr., J. org. Chem. 12, 510 [1947]. 

4 V.L. Hansley, Ind. Engng. Chem. 39, 55 [1947]. 

5 H. Hunsdiecker u. Cl. Hunsdiecker, Ber. dtsch. chem. Ges. 75, 
291 [1942]. 

6 A. Liittringhaus u. D. Schade, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 1565 
[1941]. 
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suchsteil). Von den mit solchen Alkylen gewonnenen Alkylstearinséuren 
zeigten drei, die Heptyl-, Nonyl- und Undecylstearinsiure, deutlich 
héhere Schmelzpunkte als die gleichen Verbindungen mit einer aus dem 
Athylenoxyd-Aufbau’ stammenden Seitenkette, obwohl Aquivalent- 
gewichte und Analysen beider Gruppen einwandfrei waren. | 

.. Die Alkylierung des Malonesters im aquimolaren Ansatz liefert 
bekanntlich neben dem gewiinschten Monoalkyl-malonester stets auch 
Dialkyl-malonester, der besonders gegen Ende der Reaktion entsteht, 
wenn die Konzentration an noch nicht substituiertem Malonester gering: 
eworden ist. Durch nicht aquimolare Ansitze mit groBem Malonester- 
UberschuB 1iBt sich die Ausbeute an Mono-alkyl-malonester erhéhen; 
meist arbeiten wir mit dem molaren Verhiltnis Alkylhalogenid:Na- 
trium: Malonester = 3:5:10% % 1°, Dieser Kunstgriff ist jedoch fiir 
kurze Alkyle ungeeignet, weil die restlose Abtrennung des iiberschiis- 
sigen Malonesters vom gebildeten Alkyl-malonester durch Destillation 
wegen der geringen Siedepunktsdifferenzen nicht einfach ist. Wir ver- 
wenden daher die Uberschu8methode erst von Amyl- an aufwarts, bis Bu- 
tylmalonester benutzen wir aiquimolare Ansitze. Bei diesen ist nun der 
mit gebildete Di-alkyl-malonester fiir die weiteren Umsetzungen weniger 
stérend als der ebenfalls im Reaktionsprodukt enthaltene nicht sub- 
stituierte Malonester, der der Menge des entstandenen Di-alkyl- 
malonesters entspricht. Mit einer guten Kolonne lassen sich -Propyl- 
und u-Butylmalonester vom nicht angegriffenen Malonester trennen, 
bei Athylmalonester ist es schwieriger und bei Methylmalonester prak- 
tisch nicht méglich. Auch sehr geringe Anteile beigemengten Malon- 
esters stéren, weil sie in der naichsten Stufe der Synthese bevorzugt mit 
Cetylhalogenid reagieren und schlieBlich n-Stearinsiure liefern, die nur 
unter groBen Verlusten wieder zu entfernen ist. Bei Methyl- und Athyl- 
malonester benutzten wir urspriinglich die von Michael" angegebene 
Reinigungsmethode, neuerdings haben wir jedoch mit Erfolg von der 
Oxalatkondensation!? Gebrauch gemacht: Umsetzung des Oxalsiure- 
diithylesters mit einem Fettsiure-ester, Decarbonylierung des ent- 
standenen «-Alkyl-a’-keto-bernsteinsiure-diithylesters. 


CO0C,H, R COOC,H, COOC,H, 
| | | 
+ CH, ei. 
| | | 
COOC,H, COOC,H, 4 COOC,H, 


boou, 

_ 7 G. Weitzel, A.M. Fretzdorff, J. Wojahn, W.Savelsberg u. 
K. Thomas, Nature [London] 168, 406 [1949]. 

8 H. Leuchs, Ber. dtsch. chem. Ges. 44, 1507 [1911]. 

® P. Brigl, diese Z. 95, 180 [1915]. 

10 R. G. Pearson, J. Amer. chem. Soc. 71, 2212 [1949]. 

1 A. Michael, J. prakt. Chem. (2) 72, 537 [1905], bes. S. 539. 

*% D.E. Floyd u. 8. E. Miller, J. Amer. chem. Soc. 69, 2354 [1947]. 
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Auf diese Weise gewannen wir z. B. Athylmalonester (s. Versuchsteil); 
nicht angegriffener und Dialkyl-malonester treten hierbei nicht auf, die 
Abtrennung des iiberschiissigen Oxalsiure-didthylesters gelingt ohne 
Schwierigkeiten. 

Da fiir Tierversuche manche Sauren in Mengen von 100 g und mebr 
benétigt wurden, hierfiir aber weder der erforderliche Cetylalkohol noch 
Palmitinsiure in ausreichenden Mengen zu beschaffen waren, muBten 
wir Cetylalkohol aus Walrat gewinnen. Die meisten der hierfiir 
angegebenen Methoden'** beruhen auf der Verseifung des Walrats 
und der Trennung seiner Fettsiiuren von den Alkoholkomponenten. Die 
Verfahren sind wenig rationell und verlangen z. T. den Einsatz groBer 


Mengen von Lésungsmitteln. Wir konnten damit nur maéBige Ausbeuten | 


erzielen, zumal uns in erster Linie am Cetylalkohol und nicht so sehr an 
der Palmitinsiure des Walrats gelegen war. Deshalb gingen wir dazu 
iiber, direkt die Esterbindungen des Walrats zu reduzieren und dadurch 
auch die Fettsiurekomponente in Alkohol umzuwandeln: Durch Be- 
handlung des rohen Walrats mit Natrium-isopropylat in siedendem 
Xylol erhalt man in guter Ausbeute und sehr kurzer Zeit ein von Fett- 
sduren praktisch freies Produkt, welches jedoch auBer Cetylalkohol nicht 
unerhebliche Mengen der Alkohole C,, und C,, enthalt, da diese Ketten- 
langen ebenfalls verestert im Walrat vorliegen, teils als Alkohole, teils 
als Fettsiuren. Das Alkoholgemisch 14Bt sich durch mehrmalige Destil- 
lation tiber Kolonne in zufriedenstellender Weise trennen. Die Jodzahl 


des Walrats betrigt 4—6, durch die Natriumreduktion wird sie nicht | 


verandert. Sie verschwindet aber nach Fraktionieren und Umkristalli- 
sieren des gewonnenen Cetylalkohols. 


«-Methyl-stearinsiure wurde auf die gleiche Art von Schneider 
und Spielman*® und von Cason’® dargestellt; thre Schmelzpunkte 
(54,5° bzw. 54,6—55,1°) stimmen mit dem unseren praktisch iiberein. 
Dagegen geben Morgan und Holmes?’ fiir dieselbe, aus Methyl- 
magnesiumjodid und «-Brom-palmitinsaiure hergestellte Substanz als 
Schmelzpunkt 58° an. «-n-Octyl-stearinsiure wurde bereits von Brig]? 
(Schmp. 52°) und von Chargaff! (Schmp. korr. 54°) beschrieben. 


Die Schmelzpunkte der vorliegenden Arbeit wurden im Kofler- 
schen Mikroschmelzpunktapparat bestimmt. Kofler selbst macht aus- 
driicklich darauf aufmerksam'*, daB er auch bei seinen reinsten Pri- 
paraten Schmelzintervalle von 0,5—1°, niemals weniger als 0,5°, beob- 


13M. A. Youtz, J. Amer. chem. Soc. 47, 2253 [1925]; s. a. F. Krafft, 
Ber. dtsch. chem. Ges. 17, 1628 [1884]. 

“4 §. Axelrad, zit. n. Chem. Zbl. 1918, I, 1096. 
18 A,K. Schneider u. M.A.Spielman, J. biol. Chem. 142, 345 
{1942}. ’ 

16 J.Cason, H. Wolfshagen, W.Tarpey u. R. Adams, J. org. 
Chem. 14, 147 [1949]. 

17 G. T. Morgan u. E. Holmes, zit. n. Chem. Zbl. 1927 II, 1464. 

18 L. u. A. Kofler, Mikromethoden, Innsbruck 1948, S. 49/50. 
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achtete, obwohl die Zahl der von ihm gepriiften, besonders gereinigten 
Verbirdungen in die Tausende geht. 
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Abb. 1. Schmelzpunkte der «-n-Alkyl-stearinséuren. 


Die Schmelzpunktkurve (s. Diagramm, durch den MaBstab der 
Ordinate werden die Schmelzpunktdifferenzen sehr hervorgehoben) laB8t 
sich in zwei Abschnitte gliedern: Anfanglich rascher Abfall bis zur Pro- 
pylstearinsiure, dann langsames, alternierendes Ansteigen. Der erste 
Abschnitt — starkes Sinken des Schmelzpunktes — tritt immer auf, 
wenn in eine geradkettige Siure kurze Seitenketten eingefiihrt werden. 
Wir konnten eine ganz ahnliche Kurve bei «-Methyl-, Athyl-, -Pro- 
pyl- und 7-Butylmyristinséure beobachten!*, auch fiir Alkyl-dicarbon- 
siuren?° trifft dies zu. Cason* vermutet, daB Methyl-Substitution 
einer geradkettigen Saure den Schmelzpunkt gegeniiber der normalen 
isomeren Saéure stets um mindestens 10° senkt, mit Ausnahme der 
Methylierung am vorletzten C-Atom des carboxylfernen Endes. Mit 
linger werdender Seitenkette, etwa von Butyl/Amyl ab, steigen die 
Schmelzpunkte oszillierend an, wobei, ahnlich wie bei den normalen 
Monocarbonsiuren, die geradzahligen héher als die beiden benachbarten 
ungeradzahligen schmelzen. Die Differenzreihe der Schmelzpunkte 
lat bis zur Dodecylstearinsiure ein Konvergieren noch nicht erkennen. 
Von Interesse wiire das Verhalten der Schmelzpunktkurve bei Ersatz 
der geradzahligen Hauptkette (hier C,,) durch eine ungeradzahlige, z. B. 
C,7. Dann ist jeweils bei ungeradzahliger Seitenkette das Gesamtmolekil 
geradzahlig, wihrend bei geradzahliger Seitenkette das Gesamtmolekil 
ungeradzahlig ist. Haben dann bei der Oszillation die Verbindungen 
mit geradzahliger Seitenkette oder die mit geradzahliger Gesamt-Kohlen- 
stoffzahl die héheren Schmelzpunkte ? Eine ahnliche Frage untersuchten 
Morgan und Holmes!” an vier «-Methyl-Fettsiiuren, und zwar-«- 
Methyl-pentadecansiure bis «-Methyl-stearinsiure. Sie finden, daB fir 
das Alternieren der Schmelzpunkte nicht die Gesamtzahl der C-Atome, 
sondern die Liinge der unverzweigten Kette maBgebend ist. a-Methyl- 
palmitin- und «-Methyl-stearinséure haben die héheren Schmelzpunkte, 
obwohl deren Gesamtmolekiil ungeradzablig ist. 





























19 Unverdffentlicht. 
20 G. Weitzel, diese Z. 285, 58 [1950]. 
1 J.Cason, J. org. Chem. 18, 227 [1948]. 
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Beschreibung der Versuche 


C, H-Analysen: Dr. Neumann (Sartorius-Werke, Géttingen). 

N-Analysen und Aquivalentgewichte: Frl. Dr. Fretzdorff (Med. 
Forsch. Anst., Biochem. Abt.). 

Titration der in absol. Athanol gelésten Fettsiuren mit etwa 0,05-n, 
absolut-ithanolischer NaOH. Misch-Indikator: 1 Tl. 0,1l-proz. wiaBrige 
Kresolrot-Lésung (mit NaOH neutralisiert) und 3 Tle. 9,1-proz. wiaBrige 
Thymolblau-Lésung (ebenfalls mit NaOH neutralisiert)??. Samtliche 
Schmelzpunkte nach Kofler bestimmt und korrigiert. Siedepunkte nicht 
korrigiert. Destillationen ausnahmslos iiber Kolonne, je nach Menge und 
Siedepunkt der Substanz wurden benutzt: Fiillkérperkolonnen (40 und 
70cm Lange) mit Dephlegmator zur Regulierung des Riicklaufverhilt- 
nisses, Spiralband-Kolonnen (15—35cm) und die speziell zur Destillation 
héherer Fettséuren entwickelten Kolonnen nach Klenk®*, alle mit regulier- 
barer elektrischer Mantelheizung. 


Allgemeine Arbeitsweise bei der Darstellung der a-n-Alkyl- 
stearinsdéuren 

Lésen des Natriums in absol. Athanol, rasches Zutropfenlassen des 
Alkylmalonesters unter Riihren zu der noch hei’en Lésung, welche klar 
bleiben mu8. Nach weiteren 5 Min. kraftigen Riihrens Zutropfen des Cety]- 
halogenids. 5 Stdn. im Glycerinbad (115°) unter Riihren im Sieden halten, 
Abdestillieren des Athanols méglichst weitgehend, zugeben von Wasser 
und Ather bis zur Lésung des Niederschlags, ausiithern, waschen mit Wasser, 
trocknen mit CaCl,. Abdestillieren des Athers, abdestillieren des _tiber- 
schiissigen Alkylmalonesters im Wasserstrahlvakuum, Fraktionierung des 
Alkyl-cetyl-malonesters bei 0,1—1 mm. Verseifung mit waBrig-athanolischer 
KOH (dreifacher Uberschu8) 4 Stdn. unter Riickflu8 und Riihren, ab- 
destillieren des Athanols, Zugabe von Wasser, ansiuern mit 20-proz. HCl 
unter Kiihlung und Riihren, ausathern, sorgfiltig mit dest. Wasser waschen 
bis zur neutralen Reaktion, trocknen mit Na,SO,, abdestillieren des Athers, 
umkristallisieren der freien Alkyl-cetyl-malonsiure aus Aceton, Decarboxy- 
lierung im Wasserstrahlvakuum bei 120—170°, zweimalige Destillation der 
Alkylstearinsiure bei 0,1—3mm. Umkristallisieren aus Petrolather und 


Aceton. 
Darstellung des Amids: 1 g Siure, 10 cem SOCI, (frisch destilliert), 


1 Stde. erwirmen bis 80°. Abdestillieren des SOC], an der Wasserstrahl- 
pumpe, eintropfen des zuriickbleibenden Oles in gekiihlten, konz. Ammoniak. [7 
Absaugen des kristallinen Amids, umkristallisieren aus Methanol und Aceton. | 


Walrat-Reduktion und Darstellung von Cetyljodid 

192 g (etwa 0,4 Mol) Walrat (DAB 6, fein geraspelt, im Hochvakuum 
getrocknet) gelést in 200 cem Xylol (iiber Natrium destilliert und getrocknet) 
und mit 52,8 g absol. Isopropanol (0,8 Mol + 10% UberschuB8) vermischt. 
Zu 38,6 g (1,6 Mol - 5% Uberschu®8) Natrium, in 200 cem siedendem Xylol 
durch kraftiges Riihren verteilt, lift man die Mischung innerhalb von 
10 Min. zutropfen. Heftige Reaktion, Riickflu8kiihlung mit Luft durch 
2,20 m langes Steigrohr. 3 Stdn. im Sieden halten, Heizplatte entfernen, 
300 cem 95-proz. Athanol zutropfen lassen zum Auflésen der Natriumreste. 
Auf Eis gieBen, ansiuern mit HCl. Obere Schicht abtrennen und nach- 
ithern. Trocknen mit Na,SO,. Abdestillieren der fliichtigen Anteile im 


22 A. Kleinzeller u. A. R. Trim, Analyst 69, 241 [1944]. 
#8 Wir danken Hrn. Prof. Klenk fiir frdl. Uberlassung einiger Ko- 
lonnen. 
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Wasserstrahlvakuum bis 100° im Kolbenhals. Erste Fraktionierung bei 
14mm: Siedebereich 175—200° = roher Cetylalkohol, etwa 140g. Danach 
zweimalige Destillation (Kolonne!): Sdp. 173°/3mm, etwa 90g. Nach 
zweimaligem Kristallisieren aus Aceton Schmp. 49,5—50,0° 

29,70, 30,26 mg Sbst.: 86,20, 87,82 mg CO,, 37,14, 37,85 mg H,O. 

C,,H,,O (242,4). Ber. C 79,26, H 14,14. 

Gef. C 79,20, 79,20, H 13,99, 13,98. 

Carbanilsaéure-cetylester: Vermischen des geschmolzenen Cetyl- 
alkohols, (10g) mit Phenylisocyanat (5g). Je zweimal aus Benzol 
und aus Ather/Aceton. Schmp. 74—74,5° 

4,613 mg Sbst.: 0,162 ccm N, (korr.), 21°, 731mm (red.). 

C,3H,,0,.N (361,6). Ber. N 3,88. Gef. N 3,92. 

Cetyljodid: z. B. 142g (0,58 Mol) Cetylalkohol, 73g (0,58 Mol) 
Jod und 18g (0,58 Mol) roter Phosphor. 5 Stdn. im Olbad, langsam von 
120° bis 170° gesteigert. Aufnehmen in Ather, filtrieren, waschen mit H,O, 
NaHCO, (5-proz.), Na,S,O, (5-proz.). Trocknen mit CaCl,. Zweimalige 
Destillation, Sdp. 152—154°/0,7 mm 181,0g (88,6% d. Th.). 

“32,87 mg Sbst.: 65,47 mg CO,, 27,42 mg H,O. — 5,627 mg Sbst. verbr. 
2,380 ccm 0,04025-n. Thiosulfat (1 ecm = 0,851 mg Jod). 
C,,H,3J (352,3). Ber. C 54,54, ‘H 9,44, J 36,02. 
Gef. C 54,35, H 9,33, J 36,02. 


a-Methyl-stearinsaure 
Aus 26,5 g (1,15 Mol) Natrium, 327,1 g (1,88 Mol) Methyl-malon- 
siure-diathylester (Sdp. 196—197°/753mm) und 246,4g (0,7 Mol) 
Cetyljodid in 400ccm absol. Athanol. Methyl-cetyl-malonester: 
257,7 g (92,5 % d. Th.), Sdp. 202°/0,5 mm. Methyl-cetyl-malonsiure, Schmp. 
97,0—97,5°, kristallisiert aus Aceton und Methanol. «-Methyl-stearin- 
siure: 187,3g (97% d. Th.). Sdp. 176°/0,5mm. Einmal aus Petrolither 
(niedrig siedend), zweimal aus Aceton umkristallisiert. Schmp. 54,5—55° 
29,43 mg Sbst.: 82,33 mg CO,, 33,53 mg H,O. — 179,66 mg Sbst. verbr. 
6,0lcem 0,1-n. NaOH. r 
C,,H;,0, (298,5). Ber. C 76,45, H 12,83, Aquiv.-Gew. 298,5. 
Gef. C 76,34, H 12,75, Aquiv.-Gew. 299,2. 
x-Methyl-stearinséiure-amid: Schmp. 104—105°, aus Methanol. 
4,230 mg Sbst.: 0,177 ccm N, (korr.) 25°, 741mm (red.). 
C,\,H,,0N (297,5). Ber. N 4,71. Gef. N 4,67. 
Methyl-cetyl-malonsiaure: 
3,331 mg Sbst.: 8,562 mg CO,, 3,360mg H,O. 
Cy)H3g0, (342,3). Ber. C 70,13, H 11,19,¢4 
Gef. C 70,15, H 11,29. 


«-Athyl-stearinsaure 
Athyl-malonester durch Oxalatkondensation’?: 18,4g (0,8 Mol) 
Natrium in 200 ccm absol. Athanol gelést, abdestillieren des Athanols bis 
zur Trockne. Zugabe von 233,6g (1,6 Mol) Oxalsaiure-diaithylester 
(Sdp. 185°) und nach volliger Lésung Zugabe von 92,8 g (0,8 Mol) Butter- 
siure-athylester (Sdp. 120°). Langsames Abdestillieren des Athanols 
bei 50° Badtemperatur und 100mm, abdestillieren des iiberschiissigen 
Oxalsiiure-diaithylesters bei 12mm. Zugabe von 22ccm (0,4 Mol) konz. 
H,S0O,, in 400cem Wasser gelést, unter kriftigem Riihren bei 60° Bad- 
temperatur. Abheben der Esterschicht, nachaithern, waschen mit H,O, 
NaHCO,, H,O. Trocknen mit Na,SO,. Abdestillieren des Athers, Decarbony- 
lierung bei 120 mm und 170°, anschlieBend Destillation bei 12mm. 2. Destil- 
lation: Sdp. 2069/739mm. 95,0 g (63,3%% d. Th.). 
15* 
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Aus 5,75 g (0,25 Mol) Natrium, 95,0 g (0,5 Mol) Athylmalonester 
und 53,0g (0,15 Mol) Cetyljodid in 100ccm absol. Athanol. Athy). 
cetyl-malonester: 51g (82,5% d. Th.). Sdp. 208°9/0,6mm. Athyl. 
cetyl-malonsaéure: Schmp. 80—81°, aus Aceton/Petrolather. 

a-Athyl-stearinsaéure: 32g (82% d. Th.), Sdp. 1829/0,5mm. Um- 
kristallisiert aus Petrolither und zweimal aus Aceton: Schmp. 49—49,5°, 

29,52 mg Sbst.: 83,08 mg CO,, 33,88 mg H,O. — 176,60 mg Sbst. verbr. 
5,66 ccm 0,1-n. NaOH. rf 

C,,H,,O, (312,5). Ber. C 76,86, H 12,90, Aquiv.-Gew. 312,5. 

Gef. C 76,80, H 12,84, Aquiv.-Gew. 312,2. 

«-Athyl-stearinsaéure-amid: Aus Methanol und Aceton. Schmp, 
114—115°, ; 

4,360 mg Sbst.: 0,176 ccm N, (korr.), 25°, 734mm (red.). 

C,,H,,ON (311,5). Ber. N 4,50. Gef. N 4,47. 


a-n-Propyl-stearinsaure 
16,1 g (0,7 Mol) Natrium, 303g (1,5 Mol} n-Propylmalonester 
(Sdp. 222°) und 167,2 g (0,475 Mol) Cetyljodid in 250 ccm absol. Athanol, 
n-Propyl-cetyl-malonester: 161,2g (78,0% d. Th.), Sdp, 
213°/0,5 mm. 
n-Propyi-cetyl-malonsaiure: Schmp. 87—88°, aus 50-proz. Me- 
thanol und aus Aceton. 
a-n-Propyl-stearinsdure: 91,9 g (73,8 %d. Th.). Sdp. 1899/0,5 mm. 
Dreimal aus Aceton, Schmp. 46—46,5° 
W* 30,67 mg Sbst.: 86,75 mg CO,, 35,20mg H,O. 203,83 mg Sbst. verbr. 
6,25 cem 0,1-n. NaOH. fs 
C,,H,,0, (326,5). Ber. C 77,24, H 12,96, Aquiv.-Gew. 326,65. 
Gef. C 77,19, H 12,84, Aquiv.-Gew. 326,0. 
«-n-Propylstearinsaiure-amid: Aus Methanol und Aceton, Schmp. 
113,5—114,5°. 
4,139 mg Sbst.: 0,157 ccm Ny, (korr.), 23°, 732 mm (red.). 
C.,H,,ON (325,5). Ber. N 4,31.  Gef. N 4,21. 


«-n-Butyl-stearinsaure 
16,9 g (0,735 Mol) Natrium, 259,2g (1,176 Mol) n-Butyl-malon- 
ester (Sdp. 236°) und 152g (0,43 Mol) Cetyljodid in 300ccm absol. 
Athanol. n-Butyl-cetyl-malonester: 160,7g (84,7% d. Th.), Sdp. 
2199/0,5mm. n-Butyl-cetyl-malonsaure: Schmp. 94—95°, aus (50- 
proz.) Methanol und Aceton, «-n-Butylstearinsiure: 111,5.g (90,1% d. Th.), 
Sdp. 1979/0,5mm. Umbkristallisiert aus Petrolither und zweimal aus ge- 
trocknetem Aceton. Schmp. 49,5—50°. 
29,87 mg Sbst.: 84,80 mg CO,, 34,40mg H,O. 200,73 mg Sbst. verbr. 
5,91 ccm 0,1-n. NaOH. Ke 
C,.H,,0, (340,5). Ber. C 77,58, H 13,02, Aquiv.-Gew. 340,65. 
Gef. C 77,47, H 12,88, Aquiv.-Gew. 339,6. 
«-n-Butylstearinsaiure-amid: Aus Methanol und Aceton, Schmp. 
113—114°, 
4,758 mg Sbst.: 0,175 ccm N, (korr.), 24°, 752mm (red.). 
C..H,,ON (339,5). Ber. N 4,23. Gef. N 4,18. 


a-n-Amyl-stearinsaure 
n-Amylbromid: Die heiBen Lésungen von 116g (1 Mol) n-Capron- 
séure (Sdp. 205°/756mm), in waBriger Lésung mit KOH neutralisiert, 
und von 170g (1 Mol) AgNO, in 350 ccm Wasser lieB man gleichzeitig in 
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71 heiBes dest. Wasser unter kraéftigem Riihren eintropfen. Im Dunkeln 
erkalten lassen, absaugen, waschen mit Wasser und Aceton. Trocknen bei 
90°, pulvern und sieben. Weiteres Trocknen bei 50° im Hochvakuum. 
Staubfeines Pulver. 200,2g (90,2% d. Th.) Silbercapronat. Dieses 
in 700 com CCl, (iiber P,O, gekocht und destilliert) suspendiert, unter krif- 
tigem Riihren langsam 143,8 g (45,9ccm) Brom (mit P,O; getrocknet) in 
130 ccm CCl, zugegeben. Kiihlung im Wasserbad. Weitere Zugabe einiger 
cem Brom, bis im Reaktionsgefé8 die Bromfarbe nicht mehr verschwand. 
Wasserbad langsam erwérmen und 15 Min. im Sieden halten. Filtrieren, 
waschen der CCl,-Lésung mit 2-proz. NaOH und Wasser, trocknen mit 
Na,SO,. Abdestillieren des CCl, (70-cm-Fiillkérperkolonne!) und sorg- 
faltige Fraktionierung des Amylbromids. Sdp. 128°. 62,2 g (45,7 % d. Th.). 
Weiteres n-Amylbromid im Zwischenlauf. 

5,7 g (0,246 Mol) Natrium, 70,9 g (0,31 Mol) n-Amyl-malonester 
(Sdp. 243°) und 65,1 g (0,185 Mol) Cetyljodid in 150 ccm absol. Athanol. 
n-Amyl-cetyl-malonester: 67,6g (80,56% d. Th.), Sdp. 2259/0,5 mm, 
n-Amyl-cetyl-malonsiure: Schmp. 78—79°, kristallisiert aus Aceton 
und Aceton/Petrolither. «-n-Amyl-stearinsaéure: 50,5 g (94,0% d. Th.), 
Sdp. 205°/0,5 mm. Dreimal aus Aceton umkristallisiert. Schmp. 48,5—49°. 

30,31 mg Sbst.: 86,45 mg CO,, 35,19 mg H,O. — 102,99 mg Sbst. verbr. 
2,90 ccm 0,1-n. NaOH. , 

C.,H,,0, (354,6). Ber. C 77,89, H 13,08, Aquiv.-Gew. 354,6. 

Gef. C 77,83, H 12,99, Aquiv.-Gew. 354,6. 
a-n-Amyl-stearinséure-amid: Schmp. 113,5—114°, aus Aceton. 

4,664 mg Sbst.: 0,161 ccm N, (korr.), 20°, 734mm (red.). 

C,,H,,ON (353,6). Ber. N 3,95. y Gef. N 3,88. 


a-n-Hexyl-stearinsaure 
9,7 g (0,42 Mol) Natrium, 183,0g (0,75 Mol) n-Hexyl-malonester 
Sdp. 1409/13 mm) und 88g (0,25 Mol) Cetyljodid in 200ccm absol. 
thanol. n-Hexyl-cetyl-malonester: 97,7g (83,5% d. Th.). Sdp. 
231°/0,5 mm, n-Hexyl-cetyl-malonsaure: Schmp. 72—73°, umkristal- 
lisiert aus Aceton und Aceton/Petrolaither. «-n-Hexyl-stearinsaure: 
41,5 g (86,7% d. Th.), Sdp. 210/0,6 mm. Einmal aus Petrolither, dreimal 
aus getrocknetem Aceton umbkristallisiert. Schmp. 52,8—53,5°% 
31,52 mg Sbst.: 90,11 mg CO,, 36,56 mg H,O. — 200,20 mg Sbst. verbr. 
5,43 com 0,1-n. NaOH. 
C.,H,,O, (368,6). Ber. C 78,19, H 13,13, Aquiv.-Gew. 368,6. 
Gef. C 78,01, H 12,98, Aquvi.-Gew. 368,5. 
a-n-Hexyl-stearinséure-amid: Schmp. 111—112°, aus Methanol 
und Aceton. 
4,900 mg Sbst.: 0,163 ccm N, (korr.), 26°, 746mm (red.). 
C,,H,ON (367,6). Ber. N 3,81. Gef. N 3,73. 


a-n-Heptyl-stearinsaure 

n-Heptylbromid: Darstellung wie bei n-Amylbromid. K-Salz von 
114,4 g (0,795 Mol) n-Caprylsaéure (Sdp. 236°), synthetisch aus n-Hexyl- 
malonester gewonnen, mit 135.2 g (0,795 Mol) AgNO, in 51 heiBem Wasser 
umgesetzt. 194,5g (97,25% d. Th.) Silber-n-caprylat. In 850ccm 
trockenem CCl, mit 124g (39,5ccm) Brom, gelést in 100ccem CCl, be- 
handelt. n-Heptylbromid: 87,3 g (62,9% d. Th.), Sdp. 176° 

3,2 g (0,14 Mol) Natrium, 46,0 g (0,178 Mol) n-Heptyl-malonester 
(Sdp. 1519/12 mm) und 42,3g (0,12 Mol) Cetyljodid in 150ccm absol. 
Athanol. n-Heptyl-cetyl-malonester: 47,6g (82,5% d. Th.). Sdp. 
240°/0,5mm. n-Heptyl-cetyl-malonsaure: zweimal aus Aceton, 
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Schmp. 73,5—74°, a-n-Heptyl-stearinsaéure: 33,2g (87,3% d. Th.), 
Sdp. 2169/0,5mm. Unmbkristallisiert aus niedrig siedendem Petrolather 
und getrocknetem Aceton. Schmp. 51,0—51,5°% 

30,97 mg Sbst.: 88,83 mg CO,, 35,83 mg H,O. — 209,44 mg Sbst. verbr, 
5.48 ccm 0,1l-n. NaOH. nf 

C,;H;,0, (382,6). Ber. C 78,47, HH 13,17, Aquiv.-Gew. 382,6. 

Gef. C 78,27, H 12,94, Aquiv.-Gew. 382,1. 

F" o-n-Heptyl-stearinsiure-amid: Schmp. 111—112°, aus Methanol 
und Aceton. 

4,657 mg Sbst.: 0,147 cem N, (korr.), 25°, 746mm (red.). 

C,,;H;,ON (381,6). Ber. N 3,68. Gef. N 3,55. 


a-n-Octyl-stearinsaéiure as 
6,4 g (0,28 Mol) Natrium, 119,8 g (0,44 Mol) n-Octyl-malonester 
(Sdp. 1649/11 mm) und 77,4 g (0,22 Mol) Cetyljodid in 150ccm absol. 
Athanol. n-Octyl-cetyl-malonester: 91,7g (84,19% d. Th.), Sdp. 
2509/0,5mm. n-Octyl-cetyl-malonsiure: Schmp. 69,5—70°, zweimal 
aus Aceton. Aus 45,0g Malonséure erhielt man 38,6g (95,3% d. Th.). 
a-n-Octyl-stearinsiure. Sdp. 221°/0,4mm. Einmal aus Petrolither, 
dreimal aus Aceton umkristallisiert. Schmp. 55,5—56°. 
28,32 mg Sbst.: 81,69 mg CO,, 33,01 mg H,O. — 201,67 mg Sbst. verbr. 
5,09 ccm -0,1-n. NaOH. , 
C,,H;,0,. (396,7). Ber. C 78,72, H 13,21, Aquiv.-Gew. 396,7. 
Gef. C 78,72, H 13,04, Aquiv.-Gew. 395,9. 
a«-n-Octyl-stearinsiiure-amid: Schmp. 112—113°, aus Methanol und 
Aceton. 
5,049 mg Sbst.: 0,154 ceem N, (korr.), 24°, 741mm (red.). 
C,,H;,0N (395,7). Ber. N 3,53. Gef. N 3,42. 


a-n-Nonyl-stearinsaiure 
6,4g¢ (0,28 Mol) Natrium, 123,4g (0,43 Mol) n-Nonyl-malon- 
ester (Sdp. 1679/8mm) und 77,4g (0,22 Mol) Cetyljodid in 150 ccm 
absol. Athanol. n-Nonyl-cetyl-malonester: 94,5g (84,2% d. Th.), 
Sdp. 260°9/0,5mm. n-Nonyl-cetyl-malonséiure: Schmp. 68—69°, aus 
Aceton und Petrolather/Aceton. Aus 45,8 g Malons&ure erhielt man 39,1 g 
(95,8% d. Th.) «-n-Nonylstearinsaiure. Sdp. 225°/0,4mm. Je zwei- 
mal aus Petrolither und Aceton umkristallisiert. Schmp. 53,5—54° 
30,57 mg Sbst.: 88,32 mg CO,, 35,82 mg H,O. — 489,1 mg Sbst. verbr. 
11,93 cem 0,1-n. NaOH. 2 
C,,H;,0, (410,7). Ber. C 78,96, H 13,25, Aquiv.-Gew. 410,7. 
Gef. C 78,84, H 13,11, Aquiv.-Gew. 409,8. 
a-n-Nonyl-stearinséure-amid: Schmp. 111,5—112°, aus Me 
thanol und Aceton. 
5,026 mg Sbst.: 0,150 ccm N, (korr.), 


23°, 748 mm (red.). 
C,,H;;0N (409,7). Ber. N 3,42. Geof. N 3,39. 


a-n-Decyl-stearinsiure 

3,0g (0,13 Mol) Natrium, 75,0g (0,25 Mol) n-Decyl-malonester 
(Sdp. 1799/9mm) und 26,4g (0,075 Mol) Cetyljodid in 100ccm absol. 
Athanol. n-Decyl-cetyl-malonester: 32g (81,5% d. Th.) Sdp. 
2719/0,6mm. n-Decyl-cetyl-malonsiure: Schmp. 68,5—69,5°, aus 
Aceton und Aceton/Petrolither umkristallisiert. a«-n-Decyl-stearin- 
siure: 21,2 g (81,9% d. Th.), Sdp. 230°/0,4 mm. Einmal aus Petrolither, | 
zweimal aus Aceton kristallisiert: Schmp. 58,5—59°. 
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30,81 mg Sbst.: 89,48 mg CO,, 36,08 mg H,O. — 196,45 mg Sbst. verbr. 
4,64cem 0,1-n. NaOH. i 

CgH;,0, (424,7). Ber. C 79,18, H 13,29, Aquiv.-Gew. 424,7. 

Gef. C 79,26, H 13,10, Aquiv.-Gew. 423,7. 

a-n-Decyl-stearinsaéure-amid: Schmp. 111—112°, umkristallisiert 
aus Methanol und Aceton. 

4,885 mg Sbst.: 0,137 cem N, (korr.), 23°, 746mm (red.). 

C,,H,, ON(423,7). Ber. N 3,31. Gef. N 3,18. 


a-n-Undecyl-stearinsiure 


5,5 g (0,24 Mol) Natrium, 106,8 g (0,34 Mol.) n-Undecyl-malon- 
ester (Sdp. 1899/9 mm) und 63,4 ¢ (0,18 Mol) Cetyljodid in 200 ccm 
absol. Athanol. n- Undecyl-cetyl-malonester: 79,8 g (82,4°/,d. Th.), Sdp. 
2339/0,.lmm. n-Undecyl-cetyl-malonsadure: Schmp. 68,5—69°, aus 
Petroliither/Aceton. Aus 55 g n-Undecyl- cetylmalonester erhielt 
man 41 g (91,6°/, d. Th.) «-n-Undecyl-stearinsaéure. Sdp. 209°9/0,l mm. 
Dreimal aus Aceton umkristallisiert. Schmp. 56—56,5°. 

30,88 mg Sbst.: 89,51 mg CO,, 36,36 mg H,O. — 280,02 mg Sbst. verbr. 
6,38 ccm 0,1-n. NaOH. p 

Cy9H;,0, (438,7). Ber. C 79,38, H 13,33, Aquiv.-Gew. 438,7. 

Gef. C 79,10, H 13,17, Aquiv.-Gew. 439,0. 

a-n-Undecyl-stearinsdéure-amid: Schmp. 111—112°, aus Metha- 
nol und Aceton. 

4,951 mg Sbst.: 0,136 cem N, (korr.), 24°, 747mm (red.). 

Cy,H;,0N (437,7). Ber. N 3,20, Gef. N 3,10 


a-n-Dodecyl-stearinsadure 
3,22 g (0,14 Mol) Natrium, 52,8g (0,16 Mol) n-Dodecyl-malon- 
ester (Sdp. 2019/10 mm) und 42,24g (0,12 Mol) Cetyljodid in 80ccm 
absol. Athanol. n-Dodecyl-cetyl-malonester: 58,4¢ (88,0% d. Th.), 
Sdp. 2439/0,.l1mm. n-Dodecyl-cetyl-malonséure: Schmp. 72—72,5°, 
umkristallisiert aus Aceton und Aceton/Petrolither. a-n-Dodecyl- 
stearinsiure: 41,7g (97% d.Th.). Sdp. 214°9/0,lmm. Zweimal aus 
Petrolither, einmal aus getrocknetem Aceton kristallisiert. Schmp. 60,5—61°. 
29,72 mg Sbst.: 86,51 mg CO,, 35,02 mg H,O. — 283,25 mg Sbst. verbr. 
6,28 cem 0,1-n. NaOH. ‘. 
CygHeo0, (452,8). Ber. C 79,57, HH 13,36,  Aquiv.-Gew. 452,8. 
Gef. C 79,43, H 13,18, Aquiv.-Gew. 450,7. 
scuiiadh eeaaauininaes: -amid: Schmp. 111—112°, aus Me- 
thanol und Aceton. 
5,350 mg Sbst.: 0,145 cem Ny, (korr.), 28°, 750mm (red.). 
Cy)Hg,ON (451,8). Ber. N 3,10. Gef. N 3,03. 


Zusammenfassung 


Die homologen «-n-Alkyl-stearinsiuren von der «-Methyl- bis zur 
a-n-Dodecyl-stearinsiure wurden mit Hilfe der Malonestersynthese 
dargestellt. 

Im Vergleich zur -Stearinsiure sinken die Schmelzpunkte bis zur 
«-n-Propyl-stearinsiiure zunichst stark ab und steigen dann bis zur 
a-n-Dodecyl-stearinsiiure Jangsam alternierend an. 
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Biochemie verzweigter Carbonsaduren 
IV. Mitteilung: 
Monomolekulare Filme der «-»-Alkyl-stearinsdéuren 


Von 


Giinther Weitzel, Anna-Maria Fretzdorff und Wolfgang Savelsberg 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der M1x-Plaack-G@23allschaft, 
Gdttingen, und dem Physiologisch-chemischen [nstitut der Univarsitat Erlangen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Februar 1950) 


Die Untersuchung der monomolekularen Filme héherer Fettsauren 
und anderer langkettiger polarer Verbindungen auf Wasseroberflichen 
beruht seit Agnes Pockels', Lord Rayleigh* und Langmuir? auf 
dem Prinzip, den Film von der einen Seite her durch einen in die Wasser- 
oberfliche eintauchenden Barren zusammenzuschieben und gleichzeitig 
auf der anderen Seite durch einen beweglichen Schwimmer, der ein MeB- 
gerat steuert, die auftretenden Krafte zu bestimmen. Man miBt damit 
die Differenz der Oberflichenspannungen zu beiden Seiten des Schwim- 
mers, d. h. zwischen filmbedeckter und freier Wasseroberflaiche und er- 
halt aus dieser , Spreitungsspannung’‘ (Wo. Ostwald‘) einerseits und 

der dazugehérigen Filmflache anderseits 
D die Isothermen des sogen. F/A-(force/area)- 
Diagramms. Fiir monomolekulare Filme 
sind die Begriffe der dreidimensionalen 
Thermodynamik insofern unpassend, als 
der Film in einer Dimension nicht makro- 
skopisch homogen ist. Die Bezeichnung 
»Druck“ ist daher fiir die in Dyn/em ge 
messene Spreitungsspannung nicht kor- 
: rekt; sie wird im folgenden nach einem 
_— eo Vorschlag von Troenes als ,,Schub“ 

bezeichnet. 


Grob schematisch (Abb. 1) entspricht der parallel zur Abszisse ver- 
laufende Ast der Isotherme dem expandierten Zustand; durch das Zu- 
sammenschieben des Films von A nach B riicken die Molekeln enger an- 
einander und schlieBen sich zu ,,Inseln‘‘ zusammen, so daB nebeneinander 
fliissige und gasférmige Filmbezirke vorhanden sind. Etwa im Punkt B 
wird die Kondensation des Films dadurch bemerkbar, da8B der Schub rasch 
ansteigt; die Isotherme erreicht, oft in mehreren Steilheitsstufen (z. B. 
Knickpunkt C), den héchsten Dynwert D, um dann wieder abzusinken. 
Die Strecke BD entspricht dem kondensierten Zustand des Films, bei 
D erfolgt der Zusammenbruch (Kollaps): Teile des Films lésen sich vom 
Wasser ab und schieben sich iibereinander, die Schicht ist nicht mehr mono- 


molekular. 


1 A. Pockels, Nature [London] 48, 437 [1891]. 

2 Lord Rayleigh, Philos. Mag. 48, 337 [1899]. 

3 I, Langmuir, J. Amer. chem. Soc. 89, 1848 [1917]. 

* Wo. Ostwald, Kolloid-Z. 100, 39 [1942]. 

5 H.J.Trurnit, Fortschr. Chem. organ. Naturst. Bd. 4, 347—476 [1945]. 
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Etwa im Punkte B wird der Anstieg der Dynwerte meBbar. Wir 
stellen uns vor, da8 der Film dann gerade eben durchgehend kondensiert 
ist, die gasférmige Anordnung von Einzelmolekiilen tritt nicht mehr auf. 
Damit 148t sich aus der Filmfliche im Punkte B der ,.maximale Flachen- 
bedarf‘ (limiting area) des Einzelmolekiils im kondensierten Film 
berechnen. Sy aye ergibt sich aus der Filmfliche beim Zu- 
sammenbruch des Films (Punkt D) der ,minimale Flichenbedarf“ des 
Einzelmolekiils. Die makroskopischen Aggregatzustaénde gasférmig-fliissig- 
fest lassen sich nicht ohne weiteres auf die Zustinde monomolekularer 
Filme iibertragen, da hier zusaétzlich noch einige Zwischenzustinde exi- 
stieren. Eine ausfiihrliche Erlauterung der méglichen Variationen, welche 
die F/A-Isotherme durchlaufen kann, gibt Trurnit® im Zusammenhang 
mit der Spreitung langkettiger Dicarbonsiure-ester. 

Nach den theoretischen Vorstellungen von Langmuir’, Adam? und 
Alexander® wird im expandierten Stadium die Orientierung der ge- 
spreiteten Molekiile nur von den in der Wasseroberfliche liegenden Kopf- 
gruppen-Dipolen bestimmt, die Kohlenwasserstoffketten liegen flach und 
richtungslos auf dem Wasser. Im kondensierten Film lagern sich die langen 
Ketten aneinander und richten sich langsam auf, im sogen. ,,festen Zu- 
stand ‘‘ des Films, d. h. bei hGheren n-Carbonséuren kurz vor dem Zusammen- 
bruch, sind sie dicht gepackt, etwa entsprechend einem Kristall unterhalb 
des Schmelzpunktes, aber wahrscheinlich (Alexander) vertikal orien- 
tiert, nicht wie im Kristall geneigt. Fiir verschiedene Arten langkettiger 
polarer Verbindungen gilt die Regel, da8 beim Zusammenbruch des Films 
zwar die Dynwerte sehr verschieden sind, der minimale Flachenbedarf 
aber iibereinstimmt: Monocarbonséiuren, Ester, Amine, Amide, Methyl- 
ketone, Triglyceride (pro Kette ber.) kollabieren, wenn die dem Einzel- 
molekiil zur Verfiigung stehende Flache bis auf etwa 19,5 A* gesunken ist. 
Dies entspricht offenbar der kleinsten mittleren Querschnittsfliche, 
welche die langkettigen, unverzweigten aliphatischen Molekiile im dicht- 
gepackten Film einnehmen kénnen. 

Soweit bekannt, hat als erster Alexander® eine verzweigte 
Fettsiure, die «-Methyl-palmitinsiure, auf Wasser gespreitet, um 
den EinfluB gréBerer Substituenten auf das Filmvernalten der langen 
Ketten zu studieren. Leider teilt er die gemessenen Werte im einzelnen 
nicht mit, der Film wird als ,,viscous-liquid“ bezeichnet. Die Bemiihungen 
um die Konstitutionsaufklirung der in Tuberkelbazillen auftretenden 
Phthionséure, einer verzweigten Hexakosansiure, fiihrten dann zum 
Vergleich der Filme synthetisch gewonnener verzweigt-kettiger Siuren 
mit natiirlicher Phthionsiéure durch Stenhagen und Stallberg?° 
mit dem Ziel, dadurch Aufschliisse iiber Form und GréBe der Phthion- 
siure-seitenketten zu erhalten. Die F/A-Diagramme folgender ver- 
zweigtkettiger Siuren wurden mitgeteilt; Methyl-di-n-octyl-essigsaure, 
Di-n-octyl-essigsiure, n-Decyl-n-tetradecyl-essigsiiure, Dimethyl-n-decyl- 
essigsiure, 3.7.11.15-Tetramethyl-hexadecansiure (Phytansiure) und 
10-Methyl-stearinsiure (Tuberkulo-stearinsiure). Polgar und Ro- 


* H. J. Trurnit, Z. Naturforsch. 2b, 258 [1947]. 

7 N.K. Adam, The Physics and Chemistry of Surfaces, 3. Aufl., 
Oxford 1941, , 
_. * A. E. Alexander, Proc. Roy. Soc. [London] Ser. A 179, 486 [1942), 
siehe auch §. 470. 

®* A. E. Alexander, J. Chem. Soc. [London] 1989, 777. 

10 E. Stenhagen u. St. Stallberg, J. biol. Chemistry 189, 345 [1941]. 
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binson" schreiben der Phthionsiure die Formel einer 3.13.19-Trimethyl. 
trikosansiure zu. Eine wesentliche Stiitze ihrer Ansicht bildet die gute 
Ubereinstimmung der F/A-Isothermen der natiirlichen und der syn- 
thetischen Saure!’. 

War es damit bisher fast nur das Konstitutionsproblem der Phthion. 
sdure, welches zur Spreitung verzweigter Carbonsaéuren anregte, so 
kamen wir zu dieser Methode im Rahmen unserer Stoffwechselversuche 
mit synthetischen Speisefetten und einzelnen verzweigten Fettsauren. 
Denn das Verfahren erschien geeignet, die besonderen sterischen und 
energetischen Eigenschaften alkylierter Carbonsiuren aufkliren zu 
helfen, wobei es als Grenzflichenmethode eine gewisse, wenn auch 
mit Vorsicht zu verwertende Anniherung an physiologische Verhilt- 
nisse darstellt. Wir priiften zuerst die homologen «-n-Alkyl-stearinsauren 
(siehe vorangehende Mitteilung) von «-Methyl- bis «-n-Dodecyl-stearin- 
siure mit der Fragestellung: Wie indern sich Spreitungsspannung und 
Flichenbedarf des Einzelmolekiils, wenn am «-C-Atom der Stearin- 
siure eine immer linger werdende Seitenkette angebracht wird ? 


- Methodik 
1, Glastrog 700X130,3mm. Schubmessung: Torsionsdraht mit di- 
rekter Zeigeriibertragung, siche Adam? S. 28. Schwimmer: Basis Alu- 
miniumfolie, 0,013 mm, Vertikalband Zinnfolie 0,013mm. Barrierenform, 
-siehe Abbildung la. Imprigniert mit Paraffin (Schmp. 50°). 


— 
IL 
fe 














Abb. la. 


2. Metalltrog (Eisen vernickelt) 850 98,2 mm. Schwimmer: Messing- 
blech (vernickelt und paraffiniert), entsprechend der Héhe der Wasser- 
oberflaiche justierbar angeordnet. Randabdichtung durch gewellte Bronze- 
folie. Pendelaufhingung mit Federgelenk, Tangentialverschiebung (max. 
0,1 mm) mechanisch-optisch mittels Spiegelsystems vergr68ert und photo- 
graphisch registriert. Antrieb der Schiebevorrichtung. fiir Barren und 
Registriergerat durch Synchronmotoren. Unelastische Nachwirkungen 
werden durch die Konstruktion des Schubmessers weitgehendst vermieden *. 

Glastrog unbenetzbar durch in der Wéirme eingeriebenes Kupfer- 
stearat, Metalltrog durch Eisenstearat. Wasser: frisch doppelt destilliert 
(Quarzapparatur), Vergleichsmessungen auf 0,01-n-HCl. Substanzein- 
waagen: 10—1l5mg, gelést in 4,5—9 ccm Benzol (thiophenfrei, doppelt 
destilliert iiber Natrium). Kugelpipette zum Auftropfen. Gespreitete 
Substanz: je nach MolekelgréBe 30—110y unter méglichst vollstiandiger 
Ausnutzung der Trogliinge. Wassertemperatur: stets 21° MeBbereich: 
0,1—60 Dyn. Notierung des maximalen Flichenbedarfs im kondensierten 
Film (limiting area) bei etwa 0,1 Dyn/cm. 


uN. Polgar u. R. Robinson, J. Chem. Soc. [London] 1945, 389. 

12 G. Weitzel, Angew. Chemie 66, 263 [1948] (Ubersichtsreferat). 

* Fiir die Konstruktion dieses Schubmessers danken wir Hrn. Dr. 
8. Heller, Medizinische Forschungsanstalt. : 
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Ergebnisse 


@ Die MeBergebnisse sind aus je 40—60 Einzelmessungen errechnet. 
Die Mittelwerte sind zusammen mit dem mittleren und dem wahrschein- 
lichen Fehler der Einzelmessung in Tab.1 angegeben. Fiir die Dia- 
gramme wurden Messungen ausgewihlt, die den errechneten mittleren 
F/A-Werten der betreffenden Substanz méglichst nahe kommen oder 
damit iibereinstimmen. In den F/A-Isothermen findet man den Zu- 
sammenbruch des Filmes dort, wo die Differenzen der einander folgen- 
den MeBpunkte des Schubanstiegs ihr Maximum durchlaufen. (Durch 
Pfeil gekennzeichnet.) Alle im folgenden herangezogenen Messungen 
sind auf frischem, doppelt destilliertem Wasser ausgefiihrt. 


Tab. 1, Dynwerte und Flichenbedarf. 





Flichenbedarf A?/Molekiil 





o-n-Alkyl- i | Kollaps m 
stearinsdure (min. | /f f a 
area) 





n-Stearinsaure 
o-Methyl- 


a-Athyl- 


«-n-Propyl- - 
o-n-Butyl- 
«-n-Amyl- 
o-n-Hexyl- 
a-n-Heptyl- - 
«-n-Octyl- 
«-n-Nonyl- 
«-n-Decyl- 
«-n-Undecyl- 
«-n-Dodecyl- 
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19,5 
26,3 


34,4 


42,3 
50,7 
55,8 
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62,6 
66,2 
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65,6 
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0,95 
0,85 
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0,62 
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0,91 
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* fm = mittlerer Fehler der Einzelmessung. 
fw = wahrscheinlicher Fehler der Hinzelmessung. 


Besprechung der Ergebnisse 


Ein Uberblick tiber die Abb. 2—10 zeigt, da&B Verzweigungen den 
Flichenbedarf des Einzelmolekiils im Film erhéhen und da die Dyn- 
werte des Schubs, bei welchem der Film kollabiert, erheblich niedriger 
liegen als bei normalen Ketten. Die Filme kondensieren, aber sie er- 
reichen nicht, wie viele unverzweigte polare Verbindungen, den letzten, 
fast senkrecht ansteigenden Abschnitt der F/A-Kurve. Dies vereinbart 
sich mit geliufigen theoretischen Vorstellungen: Das seitenstindige 
Alkyl als raumerfiillender Substituent stért die dichte Packung der langen 
Kohlenwasserstoff-Ketten und liBt eine so enge Aneinanderlagerung 
wie bei geradkettigen Substanzen nicht zu. Dadurch weisen alle ge- 
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priiften verzweigten Sauren im Gegensatz zu normalen Saéuren nur den 
mit dem fliissigen Zustand vergleichbaren Teil der F/A-Kurve auf; eine 
Best&tigung der friiheren Beobachtung™*, daB es bei Zimmertemperatur 
feste Substanzen gibt, die nur fliissige Filme bilden kénnen. AuBer. 
dem ergibt sich aus den jeweiligen Beziehungen zwischen der Gestalt 
des hydrophoben Molekiilteiles und dem Filmverhalten, daB die F/A. 
Kurve von der erfolgten Kondensation an ganz iiberwiegend durch die 
Packung der langen Ketten und nicht durch die Kopfgruppendipole 
bestimmt wird, entgegen einer friiheren Annahme von Adam", da8 
nur der letzte, fast senkrecht ansteigende Abschnitt der F/A-Kurve 
(welcher aber bei allen verzweigten Sauren fehlt) auf die Packung der 
langen Ketten zuriickzufiihren sei. 

Das erste Glied der Reihe — «-Methyl-stearinsiure — verhilt sich 
insofern etwas abweichend, als der ,,Kondensationspunkt“‘, d.h. der 
Beginn des Ansteigens der Dynwerte, nur sehr schwer scharf zu fassen 
ist. Wir haben diese Erscheinung, die bei den anderen «-Alkyl-stearin. 
siuren nicht auftritt, immer wieder mit verschiedenen Apparaturen und 


‘F/A-Diagramme der o-n-Alkyl-stearinséuren 
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Abb. 2. I = n-Stearinsiure; II == «-Methyl-stearinséure; III = «-Athyl- 
stearinsiure; IV = «a-n-Propyl-stearinsiure; V = «-n-Butyl-stearinsaure. 


#3 A. E. Alexander, Trans. Faraday Soc. 87, 426 [1941]. 
4 N. K. Adam, Proc. Roy. Soc. Ser. A 99, 336 [1921]; siehe auch 
N. K. Adam, Physic and Chemistry of Surfaces 2. Aufl., Oxford 1938. 
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Abb. 3. «-n-Amyl-stearinsiure. Abb. 4. «-n-Hexyl-stearinsiure. Abb. 5. 

«-n-Heptyl-stearinsiure. Abb. 6. «-n-Octyl-stearinsiure. Abb. 7. «-n-No- 

nyl-stearinsdure. Abb. 8, «-n-Decyl-stearinsiure. Abb. 9. «-n-Undecyl- 
stearinséure. Abb. 10. «-n-Dodecyl-stearinsaure. 


verschiedenen «-Methyl-stearinsiuren beobachtet. Wir geben daher 
fir den ,,maximalen Flachenbedarf‘ (limiting area) dieser Saéure den 
Bereich 32,8—39A? an (s. Tab.). Auch beim Kollaps verhalt sich die 
Substanz etwas undeutlich, aber nicht so ausgesprochen wie beim Kon- 
densationsbeginn. 

Abb. 11 gibt fiir die ganze Serie der «-n-Alkyl-stearinsiuren den 
Anstieg der mittleren Querschnittsfliche des Einzelmolekiils mit wach- 
sender Seitenkette wieder. Die obere Kurve entspricht den A®-Werten 
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beim beginnenden Schubanstieg (etwa 0,1 Dyn), die untere Kurve 
entspricht den Kollapswerten. Die erstere steigt ziemlich steil bis 
Propyl-stearinsiure an, dann verlangsamt sich der Anstieg bis Hexyl., 
erreicht hier etwa 77 A? und behilt diesen Wert bis Dodecyl-stearin- 
siure fast unverandert bei. Daraus ergibt sich da8 sieben Alkyl-stearin- 
siuren, und zwar diejenigen mit Hexyl- bis Dodecylverzweigungen, 
unter einheitlichem, sehr geringem Schub den gleichen mittleren 
Flichenbedarf/Molekiil benétigen. Die Kurve der Querschnittsfliche 
beim Kollaps (untere Kurve) verliuft der oberen ahnlich und glie- 
dert sich deutlich in drei Abschnitte: Fast geradliniger Anstieg bis 
Butyl-stearinsiure — Propyl-stearinsiure hat bereits einen mehr als 
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Anzahl der C-Alome der Seitenketle —»> 


Abb.11. a-n-Alkylstearinséuren. Maximaler und minimaler Flichenbedarf. 


doppelt so groBen Flachenbedarf wie die normale Stearinsiure — dann 
weniger steiler Anstieg von Amyl- bis Octyl-stearinsaure, schlieBlich 
lauft die Kurve in Hohe von etwa 66 A? bis Dodecyl-stearinsiure parallel 
zur Abszisse. Im ersten Teil der Kurve von der normalen bis zur Buty]- 
stearinsiure bewirkt die Zunahme der Seitenkette um ein Kohlenstoff- 
atom eine VergréBerung des Flichenbedarfs um je 7—8 A?. Dieser Wert 
nimmt ab mit weiter wachsendem Alkyl, und beim Ubergang von Octyl- 
auf Nonyl-stearinsiure wird er praktisch Null. 

Ganz allgemein ergibt sich, daB kurze Seitenketten (bis C, oder C,) 
eine Form einnehmen miissen, welche die Querschnittsfliche des Gesamt- 
molekiils stark beeinfluBt — da8 Seitenketten mittlerer Linge (etwa 
C,;—C,) riéumlich so angeordnet sein miissen, daB sie den Flichenbedarf 
des Molekiils relativ (und pro C-Atom gerechnet) weniger vergréBern, 
und daB schlieBlich lange Seitenketten (ab C, bzw. Cg bis C,,) eine Form 
haben miissen, bei der eine Verlingerung der Verzweigung die Quer- 
schnittsfliche des Molekiils nicht mehr verindert. Deshalb nehmen 
wir an, daB kurze Seitenketten wie starre Queriste seitlich von der 
Hauptkette abstehen, da Seitenketten mittlerer Linge, etwa C;—C,, 
beweglicher werden und sich der Hauptkette zuneigen kénnen (Analogie 
zur RingschluBtendenz!), und daB lange Seitenketten, etwa ab Cg, sich 
parallel zur Hauptkette, d.h. vertikal zur Wasseroberfliche, stellen 
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kénnen. Dadurch wirkt sich dann eine Verlingerung der Verzweigung 

auf die Grundfliche der pallisadenartig im Film stehenden Molekiile 

nicht mehr aus, die Alkyl-stearinsiure bekommt die Form einer zwei- 

zinkigen Gabel mit verschieden langen Zinken. 

Wiihrend die Werte des ,,maximalen Flachenbedarfs“ (obere Kurve 
in Abb. 11) bei einheitlichem Schub (etwa 0,1 Dyn) gewonnen sind, 
gehéren zu den Kollapswerten (,,minimaler Flaichenbedarf“, untere 
Kurve) verschiedene SchubgréBen. Diese Dynwerte sind in Abb. 12 
zusammengefaBt: Sehr steiles Absin- 
ken des zum Zusammenbruch notigen 
Schubs von der normalen zur «-Methyl- 
stearinsiiure, weiter deutliche Senkung 
zur Athyl-stearinsiure, dann nur noch 
unerhebliche Verminderung der Dyn- 
werte bis zur «--Dodecyl]-stearinsiure. 
Man erkennt aus dieser Kurve, wie 
sehr schon durch die Einfiihrung einer 
Methyl- Gruppe in «-Stellung die zum 
AbreiBen des Films von der Wasser- 0 oo} 7 -_ = 
oberfliche nétige Kraft herabgesetzt Anzahl der C-Afome der Seitenkette 
wird. Abb. 12. «-n-Alkyl-stearinsiuren, 

In einer der folgenden Mittei- Dynwerte beim Kollaps. 
lungen dieser Reihe werden wir iiber 
das Filmverhalten der verschiedenen einfach methylierten Stearin- 
siuren berichten’? und im Anschlu8 daran speziellere Fragen der 
Theorie verzweigter Carbonsiurefilme behandeln. 





























Zusammenfassung 


12 «-n-Alkyl-stearinsiuren wurden auf Wasser gespreitet und die 
F/A-Isothermen bestimmt. 

Aus den Werten fiir die mittlere Querschnittsfliche des Einzel- 
molekiils zu Beginn der Kondensation (maximaler Flichenbedarf) und 
beim Zusammenbruch des Films (minimaler Flachenbedarf) ergibt sich, 
da8 kurze Seitenketten, etwa bis Butyl-, den Flachenbedarf des Einzel- 
molekiils betrichtlich steigern, daB sich mit weiter wachsender Seiten- 
kette diese Steigerung langsamer fortsetzt und schlieBlich etwa ab 
Octyl-stearinsiiure eine weitere Verlingerung der Seitenkette den 
Flichenbedarf nicht mehr verindert. 

Die daraus méglichen Riickschliisse auf die sterische Form der 
Alkylverzweigung werden besprochen. 


. 3 G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff u. J. Wojahn, (vorlaufige Mit- 
teilung) Naturwiss. 87, 68 [1950]. 
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Zur Kenntnis des Penicillamin-disulfids (6,6-\6’-Tetramethyl- 
cystins) 


Von 
Adolf Butenandt, Horst Jatzkewitz und Ulrich Schiedt 
Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Tibingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Juli 1949) 
Im AnschluB an unsere Synthese des d,/-Penicillamins (8,f-Di- 
methyl-cysteins) (I)! haben wir uns bemiiht, durch Dehydrierung das 
Penicillamin-disulfid (f,6-8,8’-Tetramethyl-cystin) (II) dar. 


zustellen, um seine Eigenschaften kennenzulernen. 


(CH,),C-SH (CH,),C—S—S—C(CH,), 

2 HC-NH, —2#, HC-NH, HC-.NH, 
OOH COOH COOH 
I II 


Zu Beginn unserer Versuche (im September 1948) war uns nur 
die Angabe von E. B. Chain in seinem Nobelvortrag? bekannt, da8 
das Tetramethylcystin eine in Wasser leicht lésliche, schwer reduzier- 
bare Verbindung darstellt. Wahrend wir mit der Dehydrierung des 
Penicillamins beschaftigt waren und die ersten Kristallisate des Disul- 
fids in Handen hatten, erschien eine Arbeit von O. Siis®, in der eine 
Darstellung des Tetramethylcystins durch Dehydrierung des Dimethy]- 
cysteins in alkalischer Lésung in Gegenwart von Ferrichlorid angefiihit 
und das Disulfid ohne Analyse und Ausbeuteangabe als Kristallisat 
vom Schmp. 218° beschrieben wird. 


Nach AbschluB der vorliegenden Untersuchung erhielten wir Kennt- 
nis von der amerikanischen Penicillin-Monographie*, in der das d,/- 
Penicillamin-disulfid mit den Schmelzpunkten 160°°, 206° und 181¢® 
sowie die optischen Antipoden d- und /-Penicillamin-disulfid mit den 
Schmelzpunkten 204—205°* bzw. 207°’ beschrieben werden. 


Da unsere Ergebnisse in bezug auf Darstellung und Eigenschaften 
des Penicillamin-disulfids iiber die Angaben der Literatur hinausgehen 
und einen weiteren Beitrag zu dem unerwarteten Verhalten von ter- 


1 A. Butenandt, H. Jatzkewitz u. P. Fouché, diese Z. 282, 268 
[1947]. 

2 Erschienen in ,,Les prix Nobel en 1946‘, Stockholm 1948, 8. 229. 

3 Liebigs Ann. Chem. 561, 41 [1948]. 

4 ,,The Chemistry of Penicillin, Princeton University Press 1949. 

5 F. Philpot, ,,The Chemistry of Penicillin’, 8. 31. 

® Merck u. Co., ,,The Chemistry of Penicillin‘, 8. 469, 470. 

7 Cornell University, ,,The Chemistry of Penicillin’, S. 469. 
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tiiren Thiol- und Disulfidverbindungen ® liefern, seien sie anschlieBend 
mitgeteilt. 

Eine erste Methode zur Darstellung des Tetramethyleystins ergab 
sich aus folgender Beobachtung: 

Die SH-Gruppenbestimmung von Sulfhydrilverbindungen durch 
Dehydrierung zu den Disulfiden mit Jod in Eisessig nach R. Kuhn® 
und Mitarbb. fiihrte beim racem. B,6-Dimethyl-cystein nur dann zu 
dem von uns gefundenen SH-Gruppengehalt von 96%1!, wenn die mit 
dem doppelten der erforderlichen Jodmenge (n/50-Jod in Eisessig) ver- 
setzte Kisessiglésung des Dimethylcysteins vor der Riicktitration mit 
Thiosulfatlésung (7/50) nicht mit Wasser verdiinnt wurde. Verdiinnt 
man — nach der Vorschrift von Kuhn —, so wird das iiberschiissige 
Jod sofort verbraucht und eine farblose Lésung erhalten. 

Auf Grund dieses Verhaltens wurde die Lésung des reinen Dime- 
thyleysteins in Eisessig mit der doppelten der erforderlichen Menge 
n/10-Jod in Eisessig versetzt, der JodiiberschuB mit Quecksilber ent- 
fernt und das nach dem Verdampfen des Lésungsmittels zuriickbleibende 
Tetramethyleystin-hydrojodid mit alkoholischem Ammoniak in die freie 
Aminosaure tibergefiihrt. 

Eine zweite Methode zur Darstellung des Tetramethylcystins aus 
Dimethyleystein fiihrten wir in Anlehnung an die von W. I. Patterson 
und V. du Vigneaud!® beschriebene Dehydrierung des Homocysteins 
zu Homocystin durch. Die Autoren hatten die Oxydation in schwach 
natronalkalischer Lésung mit Luftsauerstoff und mit Ferrichlorid als 
Katalysator vorgenommen. Diese Methode liegt im Prinzip auch den 
oben angefiihrten Versuchen von O. Siis* und den amerikanischen 
Forschungsgruppen®’ zugrunde, doch schloB sich unsere Arbeitsweise 
im einzelnen enger an die Vorschrift von Patterson und du Vigneaud 
an mit der Ausnahme, da wir statt in natronalkalischer in }ithium- 
hydroxyd-alkalischer Lésung dehydrierten. Nach der Neutralisa- 
tion mit Salzsiure und Entfernen des Lésungsmittels erhielten wir das 
rohe Tetramethylcystin. — Beim Nacharbeiten der Angaben von O. Siis 
konnten wir diese nicht voll bestiitigen (vgl. Versuchsteil). 

Beide Methoden tragen der Wasserléslichkeit des Tetramethyl- 
cystins Rechnung. Sie besitzen den wesentlichen Vorzug, daB die den 
Rohprodukten beigemengten Neutralsalze (NHJ, LiCl) alkohol- und 
aitherléslich sind. So gelang es, reines, neutralsalzfreies Penicilla- 
min-disulfid aus der wiBrigen Lésung der Rohprodukte durch Fallen 
mit Alkohol und Ather in 87- bzw. 88-proz. Ausbeute (bezogen auf d,l- 
Penicillamin) zu isolieren. Die Léslichkeit des Disulfids in Wasser ver- 
ringert sich mit fallender Neutralsalz-(NH,J, LiCl)-Konzentration. 


§ Vgl. A. Schéberl, Ber. dtsch. chem. Ges. 70, 1186 [1937]. 
® R. Kuhn, L. Birkofer u. F. W. Quackenbush, Ber. dtsch. chem, 
Ges. 72, 407 [1939]. 
10 J. biol. Chemistry 111, 397 [1935]. 
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Aus dem neutralsalzfreien Kristallisat lieBen sich nach miihsamen 
und zeitraubenden Versuchen 2 Formen des Tetramethyleystins iso- 
lieren. Die eine — aus wiBrig-alkoholischer Lésung durch Fallen mit 
Ather gewonnen — kristallisiert in schénen, meist biischelférmig ange- 
ordneten Nadeln vom Schmp. 169—171° (unkorr., Zers. unter Auf- 
schiiumen u. Gelbfirbung), die andere (etwa 15—21°%% der Gesamt- 
menge) — aus wiBriger Lésung erhalten — ist eine feinkristalline farb- 
lose Substanz (1—3 yw lange Prismen) vom Schmp. 212—215° (unkorr., 
Zers. unter Sintern u. Braunfirbung). Bei zahlreichen Versuchen wurden 
Substanzen gefaBt, deren Schmelzpunkte zwischen denen der genannten 
Formen lagen; wir halten sie nicht fiir einheitlich — zumindestens nicht 
in Bezug auf ihren Hydratationsgrad — und erkliren so auch die Streu- 
ung bei den Schmelzpunktangaben der verschiedenen Autoren. 

Beide Substanzen reagieren neutral, geben eine empfindliche korn- 
blumenblaue Ninhydrinreaktion und zeigen nicht mehr die fiir die Sulf- 
hydrilverbindung charakteristische tiefblaue Farbung mit Ferrichlorid. 
Die hochschmelzerde Form ist in kaltem Wasser schwerléslich; sie ver- 
liert etwa 1 Mol]. Wasser nach 3-stdg. Trocknen bei 100° und 11 mm Hg 
und zeigt’ einen Brechungsindex »§+*+* = 1,562. Die niedrigschmel- 
zende Verbindnng ist in Wasser leichtléslich und enthalt im lufttrockenen 
Zustand etwa 3 Mol. Kristallwasser; 1 Mol. verliert sie beim Trocknen 
iiber P,O, bei 20° und 11 mm Hg, das 2. Mol. wird durch 3-stdg. Trocknen 
iiber P,O,; bei 100° und 11 mm Hg und das 3. Mol. erst nach mindestens 
8-stdg. Erhitzen auf 100° bei 10-*mm Hg iiber P,O; abgegeben. Sie 
zeigt als Dihydrat einen Brechungsindex nj}f +? = 1,572. 

Wir haben nicht sicher entscheiden kénnen, ob die beiden Kristalli- 
sate polymorphe Modifikationen oder stereoisomere Formen des Tetra- 
methyleystins darstellen. Da uns ihre wechselseitige Umwandlung inein- 
ander nicht gelungen ist und der Brechungsindex der wasserreicheren 
Form — entgegen anderen Beobachtungen bei Kristallisaten von ver- 
schiedenem Hydratationsgrad — deutlich héher liegt, ist das Vorliegen 
diastereoisomerer Formen (Racemat und Mesoform) wahrscheinlicher. 
Dafiir spricht auch die Angabe der amerikanischen Literatur, daB durch 
Dehydrierung von optisch aktivem Penicillamin hochschmelzende For- 
men gewonnen wurden. Durch Umsetzung mit Benzoylchlorid in al- 
kalischer Lésung erhielten wir zwar aus unseren beiden Kristallisaten 
Dibenzoate von gleichem Verhalten (weiBe Pulver vom Schmp. 
102—105°; korr., Kofler), doch lieB sich wegen der unscharfen Schmelz- 
intervalle ihre Identitaét nicht sicher erweisen; auBerdem ist eine teil- 
weise Racemisierung bei der Benzoylierung nicht auszuschlieBen. 

Hrn. Prof. Dr. R. Mosebach, Mineralogisches Institut der Universitit 
Tiibingen, danken wir herzlich fiir seine Beratung und Hilfe bei den kristallo- 
graphischen Messungen. 
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Beschreibung der Versuche 14 
Penicillamin-disulfid ((,f-’,5’-Tetramethyl-cystin) 


1. Durch Dehydrierung von £,8-Dimethyl-cystein mit Jod 
in Eisessig 


Zu einer Lésung von 500mg reinem Dimethylcystein in 8ccm 
Eisessig werden 69ccm n/10-Jod-Eisessig gegeben. (Fiir gréBere 
Mengen empfiehlt es sich, die Jodkonzentration zu erhéhen.) Nach 5 Min. 
Stehenlassen bei 18° wird die braune Lésung mit 1ecem reinem Queck- 
silber geschiittelt, bis sie nur noch schwach gelbgriin ist; sie wird durch 
eine Glasfritte filtriert und bei 35—40° im Vak. vom Lésungsmittel be- 
freit. Der Riickstand (rohes Tetramethylcystin[Tmc]-hydrojodid) ist nach 
12-stdg. Trocknen im Vakuumexsiccator tiber Atzkali ein gelbes, zihes, 
nach Essigsiure riechendes Ol. Es wird in 10ccm absol. Alkohol gelést, 
durch Zusatz von alkohol. Ammoniak auf py6 gebracht und 12 Stdn. bei 
etwa 18° stehen gelassen. Danach saugt man den entstandenen Niederschlag 
ab und wascht ihn mit 20ccm absol. Alkohol: 590mg gelbliches Tetra- 
methyleystin-Rohprodukt. 

(Zur weiteren Reinigung vgl. den folgenden Absatz.) 


2. Durch Dehydrierung von £,8-Dimethyl-cystein mit Luft- 
sauerstofi in schwach lithiumalkalischer Lésung 

500 mg reines Dimethyleystein werden mit 5ccm Wasser iiber- 
gossen und soviel einer etwa n-Lithiumhydroxydlésung hinzugesetzt, 
daB die Lésung gerade noch phenolphthaleinsauer bleibt. Nach Zugabe 
eines Tropfens einer Ferrichloridlésung wird durch die blauviolette 
Flissigkeit solange Luft geleitet, bis sie — nach etwa 6 Stdn. — farblos 
geworden ist. Sie wird mit Lithiumhydroxydlésung stark alkalisch gemacht, 
vom ausgeschiedenen Eisenhydroxyd durch Filtrieren befreit und sofort 
mit 20-proz. Salzséiure neutralisiert (Universal-Indikatorpapier ,,Merck‘‘). 
Nach dem Einengen im Vak. bei 35—40° auf 4—5ccm wird die waBrige 
Lésung mit 25 cem Alkohol und 40 ccm Ather versetzt und etwa 12 Stdn. 
stehen gelassen. Danach saugt man den entstandenen Niederschlag ab und 
wischt ihn mit Wasser-Alkohol-Ather-Gemisch nach: 545 mg Tetramethyl- 
cystin-Rohprodukt. 

Zur weiteren Reinigung wird. es in 4ccm kaltem Wasser gelést und 
mit 17 cem Alkohol und 20 ccm Ather in gleicher Weise gefallt. Die Wieder- 
holung mit 5 cem Wasser, 20 ccm Alkohol und 9 ccm Ather liefert neutral- 
salzfreies reines Penicillamin-disulfid vom Schmp. 171—173° (Zers.). Ausb. 
470 mg exsiccatortrockenes Produkt; aus der Mutterlauge lassen sich nach 
volistindiger Ausfaillung mit Ather weitere 20mg an weniger reinem Pro- 
dukt gewinnen (zus. 88% d. Th., ber. fiir Tme + 2 H,O). 

Auf dieselbe Art bekommt man aus dem nach der Jod-Dehydrierungs- 
methode erhaltenen Rohprodukt 485 mg (87 % d. Th., ber. fiir Tme + 2H,0O) 
reines Tetramethylcystin. 


Isolierung zweier Formen des Penicillamin-disulfids 

Das neutralsalzfreie Penicillamin-disulfid (Tetramethylcystin) (470 mg) 
gab bei einem Lésungsversuch in 5ccem kaltem Wasser einen Riickstand 
(102mg, etwa 21% der Gesamtmenge) vom Schmp. 200—202° (Zers.), 
der in méglichst wenig heiBem Wasser gelést wurde. Als nach 72-stdg. 
Stehenlassen bei 0° die Lésung klar geblieben war, wurde sie im Vak. fast 
bis zur Trockne eingeengt und die hochschmelzende Form des Tetramethyl- 
cystins als feinkristalline Substanz (1—3 u lange Prismen) gewonnen. Der 


4 Alle Schmelzpunkte unkorr. 
16* 
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Schmp. ist sehr von der Erhitzungsgeschwindigkeit abhiangig und liegt 
bei etwa 212—215° (Zers. unter Sintern und Braunfiarbung). Durch 3-stdg. 
Trocknen bei 100°/11mm verlor das Produkt etwa 1 Mol. Wasser; das 
wasserfreie Kristallisat zeigte einen Brechungsindex (Einbettungsmethode ) 
n+? = 1,562 und lieferte die folgenden Analysenwerte: 


4,754 mg Sbst.: 7,055 mg CO,, 2,900 mg H,O. — 2,960 mg Shbst.: 
0,249 cem N, (24°, 732 mm). 

CipH90,N2S, (296,4). Ber.: C 40,52, H 6,80, N 9,45. 

Gef.: C 40,57, H 6,84, N 9,32. 

Zu der Lésung der in kaltem Wasser leichtléslichen Anteile des ur- 
spriinglichen Tetramethylcystinpraparates wurden 20 ccm Alkohol gegeben 
und so viel Ather hinzugefiigt, dafi gerade noch keine bleibende Triibung 
auftrat: Nach 12-stdg. Aufbewahren bei 18° hatte sich die niedrigschmel- 
zende Form des Tetramethylcystins in schénen, meist biischelférmig an- 
geordneten farblosen Nadeln ausgeschieden. Sie sind in kaltem Wasser gut 
léslich und schmelzen — 48 Stdn. bei 11 mm iiber P,O, getrocknet — bei 
169—171° (Zers. unter Aufschiumen und Gelbfarbung). 


Kristallwasserbestimmung : 








Zeit | Temp. | Druck] Trocken-| Gew. subst. Gew.-Verl. Gew.-Verl. 
(stdn.)} (°C) |ommag)| mittel (ma) °/, gef. ber. fiir 
— 17+2 |]. 740 | lufttr. 17,439 Tme + 3H,O 
} 5,21 5,14 { 
48 | 17+2] 11] PO, | 16,530* Tme  2H,0 
4,94 5,42 
3 | 100 11] PO, | 15,713 Tmc H,O 
\ 5,66 5,73 
8 100 10-3 P.O; 14,824 Tme 

















Analyse der wasserfreien Subst. : 5,074 mg Sbst.: 7,535 mg CO,, 3,100 mg 
H,0O. — 3,455 mg Sbst.: 0,292 cem N, (27°, 733 mm). — 10,408 mg Sbst.: 
16,215 mg BaSQ,. 

CipH290,N2S, (296,4). Ber.: C 40,52, H 6,80, N 9,45, S 21,63. 
Gef.: C 40,52, H 6,84, N 9,25, S 21,24. 

Von dem nach der Jod-Dehydrierungsmethode erhaltenen neutral- 
salzfreien Tetramethyleystin (485 mg) erwiesen sich nach gleichem Tren- 
nungsgang 71 mg (etwa 15% der Gesamtmenge) als hochschmelzende Form. 


Versuch zur Darstellung des Penicillamin-disulfids nach O. Siis* 

Die von O. Siis beschriebene Dehydrierung von 2 g Dimethylcyste- 
inhydrochlorid mit Luftsauerstoff in natronalkalischer Lésung (phenol- 
phthaleinalkalisch ) und wenig Ferrichlorid als Katalysator wurde mit 300 mg 
Dimethyleystein durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, da die vom Verf. vor- 
geschriebene Menge Natronlauge zu hoch war: Erst beim Abstumpfen mit 
Salzsiure wurde die blauviolette Lésung erzielt. Nach beendeter Oxydation 
war das nach dem Neutralisieren mit Salzsiure erhaltene Disulfid eisen- 
haltig. Daher wurde das Rohprodukt wieder in verd. Natronlauge gelést. 
Aus der filtrierten Fliissigkeit wurden nach erneutem Neutralisieren 837 mg 
eisenfreies Rohprodukt gewonnen, die sich in 2 ccm Eiswasser fast voll- 
stindig lésten. Etwa 5mg Riickstand schmolzen bei 178—180° (Zers.). 
Das Geléste wurde daher wieder im Vakuum zur Trockne gedampft, mit 
1,5 cem Wasser versetzt und auf dem Wasserbad erhitzt: Nach anfang- 
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licher Lésung entstand bald ein Niederschlag, der, gewaschen und ge- 
trocknet, 142mg wog. Er enthielt noch wenig Natriumchlorid und ver- 
kohlte im Kapillarréhrchen, stellt aber ziemlich reines Tetramethylcystin 
dar, wie durch die Benzoylierung bewiesen werden konnte. 


N,N’ -Dibenzoy]1-f,f’,-Bf’-tetramethyl-cystin 

113mg der hochschmelzenden Form des Tetramethylcystins 
wurden in 0,74 ccm n-Natronlauge gelést und unter gelegentlichem Kiihlen 
mit Eiswasser mit insgesamt 1,98 ccm n-Natronlauge und 0,21 ccm Benzoyl- 
chlorid abwechselnd in je 3 Portionen unter andauerndem Schiitteln des 
ReaktionsgefaéBes derart versetzt, daB das Séiurechlorid jedesmal vollstandig 
gelést war. Nach 12-stdg. Stehenlassen bei 0° wurde die filtrierte Lésung 
mit Salzsiure kongosauer gemacht und einige Stunden bei 0° aufbewahrt. 
Aus dem gewaschenen und getrockneten gummiartigen Niederschlag wurde 
die tiberschiissige Benzoeséure durch dreimalige Extraktion mit je 2ccm 
absol. Benzol entfernt. Den getrockneten Riickstand léste man in verd. 
Natronlauge und siuerte die eiskalte, klare, kraftig geriihrte Fliissigkeit 
mit verd. Salzsiure an: 124mg (68% d. Th., ber. fiir Tme + H,O) N,N’- 
Dibenzoyl-f,f-p’,p’-tetramethyl-cystin; leicht léslich in Alkohol, 
Chloroform und Dioxan, schwer léslich in Benzol und Wasser. 

Zur Analyse wurde es noch einmal umgefallt: WeiBes Pulver vom 
Schmp. 102—105° (korr. Kofler. Im Kapillarréhrchen sintert die Sub- 
stanz ohne erkennbaren Schmp.). 

6,977 mg Sbst.: 0,332 com N, (16,5°, 736 mm). — 5,209 mg Sbst. verbr. 
0,819 cem n/40-NaOH (in alkohol. Lésung, Phenolphthalein als Indikator). 

C.4H2,0,N.8, (504,6). Ber.: N 5,55, Aquiv.-Gew. 252.3. 

Gef.: N 5,43, Aquiv.-Gew. 254,2. 

Auf gleiche Weise wurden das niedrigschmelzende und das nach O. Siis 
erhaltene Tetramethylcystinpraparat benzoyliert. Eine Verschiedenheit 
der Dibenzoylderivate war nicht festzustellen. 





